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Resumen

Titulo: “Caracterizacion de polifenoles y su accion sosirtuinas en modelos de
inflamacién intestinal y cancer”

Autor : Antonio Javier Alcaide Molina.
Resumen

El estudio de los productos procedentes de la alaiza, ya sean de plantas,
animales invertebrados, o microorganismos, contaérado en la actualidad uno de los
procedimientos mas consistentes para el desculbtimi@ée nuevos compuestos que
puedan dar lugar al desarrollo de farmacos. Ensestido, es interesante sefialar que
aproximadamente la mitad de los nuevos medicamémtrosiucidos entre 1981 y 2006
son derivados de productos naturales.

De entre todos ellos, los polifenoles son uno deglmpos mas estudiados; no
obstante, las investigaciones con nuevas espeegales, los ensayos con extractos
polifendlicos, asi como la busqueda de derivados interés farmacoldgico esta en
claro desarrollo. Se tratan de metabolitos secimglade plantas involucrados
generalmente en los mecanismos de defensa frergsi@pes externas. Con mas de
8.000 variantes estructurales, la base estruatoralin es la presencia de uno o varios
anillos fendlicos.

La actividad antiradicales libres de los polifesoksta ampliamente descrita,
constituyendo los antioxidantes mas potentes presen nuestra dieta. Sin embargo
se siguen investigando nuevas propiedades y ensestitdo destaca la actividad
antiinflamatoria.

La inflamacién es una reaccion de la microcircdlaajue se caracteriza por la
migracion de las proteinas del suero y los leuosdie la sangre al tejido extravascular.
Esta migracion se regula por la liberacion secarde mediadores vasoactivos y
quimiotacticos, tales como histamina, 5-OH-triptaai moléculas de adhesion, y
citocinas tales como el factor de necrosis tumer@NF-a), o las interleucinas 1, 6, 8
y 10. Estos procesos se acompafian de un aumentta demperatura local,
enrojecimiento, hinchazén, dolor, y pérdida deulacion del tejido, y a nivel celular los
mecanismos de regulacion son complejos involucrandiversas vias de sefalizacion.

Son de gran interés las evidencias sobre las radtigsociaciones entre las
enfermedades inflamatorias cronicas y diferenfesstde neoplasias; entre ellas estan
las que implican a la enfermedad inflamatoria tmes$ (EIl) y evolucion hacia el
cancer de colon. La EIll es un término utilizadoapdefinir a un grupo de trastornos
inflamatorios intestinales cronicos, afectando @palmente al intestino grueso, de
etiologia desconocida. Dentro de este grupo deotrass estan incluidas la colitis
ulcerosa (CU) y la enfermedad de Crohn (EC). Angadelogias se caracterizan por la
aparicion de una inflamacion aguda recurrente densatos del intestino delgado y/o
colon, con manifestaciones clinicas tanto intelma&omo extraintestinales, que con
frecuencia presentan recidivas.



Resumen

Las sirtuinas son histonas desacetilasas tipaitpliamente distribuidas en la
naturaleza, con demostradas implicaciones en pecesmo la inflamacién, la
senescencia celular, la diferenciacion celular anetabolismo. Su mecanismo de
regulacion se debe a su capacidad de desacetilar dstonas como proteinas no
histonas. Existen numerosos estudios que muesiran el aumento de polifenoles en
la dieta protege frente a enfermedades neurodemjeraey, cardiovasculares,
inflamatorias y metabdlicas, y se esta discutiesdopapel en algunos procesos
cancerosos, siempre consecuencia de la actividadcdtilasa de las sirtuinas. El
resveratrol fue el primer compuesto polifendlice giemostré activar la SIRT1, y ya se
han descrito derivados que son hasta 800 veceseficgeces. La modulacién de
sirtuinas a través de otros reguladores, como déeipr cinasa activada por AMP
(AMPK), es un campo de gran debate y estudio; ades® esta analizando la
participacion de ambas proteinas en la regulacdprdceso de autofagia.

En las investigaciones relacionadas con nuestrigepto de tesis se ha estudiado
la actividad biolégica de algunos compuestos pudifieos y su relacion con las
sirtuinas. Se han ensayado tanto compuestos prgsgefatrol y quercetina) como
extractos enriquecidos en polifenoles (hojas de gmarmojas de uva), realizando
estudiosn vitro ein vivo. Concretamente:

- Hemos valorado la actividad citotoxica en dos Knealulares, la linea de
leucemia monocitaria aguda humana (THP-1) y otraadenocarcinoma de colon
humano (HT-29). Si bien ninguno de los compuestostra actividad citotoxica con las
diferentes dosis ensayadas, si mostraron unaaiédusignificativa en la produccion
de TNFea en macréfagos THP-1 estimulados con lipopolisdodbacteriano. Ademas,
la expresion de SIRT1 se vio incrementada de magignéficativa tras la exposicion a
los compuestos polifendlicos.

- El primer estudioin vivo se han realizado con ratones deficientes en
interleucina 10 (IL-10). Estos ratond&sockouts se caracterizan por desarrollar de
manera espontanea colitis inflamatoria que, a naegick la enfermedad avanza, puede
derivar en cancer de colon. La evaluacion del mpoe®e ha realizado examinando y
sacrificando ordenadamente los ratones a distettades, entre las 6 y las 18 semanas.
Los resultados confirmaron que los animales defiee en IL-10 desarrollaron una
colitis inflamatoria a partir de la 6% semana, cgyavedad aumento progresivamente a
medida que la edad de los mismos avanzaba. Esadido, los animales presentaron
lesiones displasicas a partir de las 10 seman#iantlase cierta correlacion entre la
gravedad de las lesiones yel proceso inflamataguip (escala). Ademas, se analizo la
expresion coldnica de SIRT1, presentando una manetliccion en todos los grupos
de animales KO para IL-10. Los resultados de ested® también mostraron una
activacion de la autofagia en todos los grupos atenes deficientes en IL-10,
evidenciada por la acumulacion de la proteina LUC8Fincremento en la expresion de
Beclin 1 y la disminucion de los niveles de Bcl-2.
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- El segundo estudim vivo consistio en evaluar el efecto de un extracto giesho
de mango, conteniendo un 60% de manguiferina, emadelo agudo de colitis
ulcerosa por administracion de dextranosulfato csbdil 3% en el agua de bebida
durante 7 dias. Se emplearon distintos grupos dogrejue se encontraba uno que
recibié un tratamiento con resveratrol (50 mg/kgmo polifenol de referencia, y otros
dos grupos de animales que recibieron el extragtmango, a las dosis de 50 y 100
mg/kg. Los resultados mostraron que tanto el resnadrcomo el extracto de hoja de
mango podrian aliviar efectivamente la colitis, aaeremento notable en la produccion
de moco, e inhibicion de la infiltracion neutrafdi y de mediadores inflamatorios
incluyendo las citocinas TN&-e IL-6, y la enzima COX-2. Ademas, los ratones
tratados con resveratrol o el extracto de hoja degm experimentaron un marcado
incremento en la expresion de SIRT1 y pAMPK. Esi@tazgos sugieren que un papel
destacado de los compuestos polifendlicos comoategia terapéutica para el
tratamiento de la fase activa de la colitis.

- Con el fin de profundizar en el estudio de lasctds de los polifenoles como
reguladores de sirtuinas, se realizaron nuevogyesnsan el nematodBaenorhabditis
elegans. Este organismo es un modelo muy empleado desd&ilms 70, sobre todo en
estudios genéticos. El conocimiento actual de swmea permite la elaboracion de
mutantes a la carta. Aunque en farmacologia nonemadelo muy extendido, nos
propusimos su empleo para detectar, ademas dddo®ms sobre las sirtuinas, otras
actividades que pudieran estar relacionadas.

Uno de los mutantes utilizados para estos endagas mutante para el gen ire-
1 (inositol requiring enzyme 1) que presentaba un mayor acumulo de triglicérida
administracion de metformina (100 mM), farmacoivactor de AMPK, consigui6
reducir la cantidad de triglicéridos acumuladosekiinterior del gusano, tanto en el
mutante obeso como en los gusamokl type (N2). Con el objeto de estudiar los
posibles mecanismos por los cuales la metforminaapsz de revertir el “fenotipo
obeso”, se determind la expresion de las lipasaslFy FIL-2 (del inglésfasting-
induced lipase), activadas por irel, asi como los niveles de.kirgue es la sirtuina
principal enC. elegans. Nuestros hallazgos sugieren que la metforminaiceda
acumulacion de triglicéridos a través del aumenttaeexpresion de las lipasas FIL-1 y
FIL-2 en el fenotipo obeso, asi como el incremamados niveles de sir2.1 tanto en los
gusanoswvild type como en los mutantes obesos. El siguiente paserfs@yar el efecto
del resveratrol en la acumulacién de triglicéri@osla cepa silvestre y en un mutante
gue no expresaba sirtuinas, el mutagt®.1l. El tratamiento de los gusanos con
resveratrol (100 uM) mimetizé los efectos de lafaratina, consiguiendo reducir el
contenido de triglicéridos en los gusanos N2. &ibargo, estos efectos desaparecieron
al emplear el mutantair2.1, ya que tras la administracion del resveratrolao |
metformina se pudo comprobar que este gusano nlyaadba. Al igual que la
metformina, el resveratrol no consiguio incremeiarniveles de las lipasas FIL-1 y
FIL-2 en ninguna de las dos cepas. Estos resulmagisren que el efecto adelgazante
del resveratrol, al igual que la metformina, esathelente de sirtuinas.
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Finalmente, se evalué el efecto del extracto deash@e mango sobre la
longevidad del nematodo, en base a los estudiogopregue demostraban que el
resveratrol incrementaba este parametro. En est@leelos datos actuales sobre el
incremento de longevidad mediante activadores d&irshs son muy discutidos.
Nuestros resultados mostraron que el extracto s ke mango, a las concentraciones
de 50 y 200 pg/mL no conseguia aumentar signifiaatente los dias de vida del
nematodo, aunque si lograba que los gusanos taoviera vida media ligeramente
mayor. La “teoria del soma’ propone que el increimede longevidad puede
conseguirse, entre otros, por la reduccion del fimma por la restriccion calérica. El
tratamiento con el extracto de hoja de mango poodambios significativos en la
longitud de los gusanos y en la ingesta de alimgmaocametro que esta directamente
relacionado con la restriccién cal6rica) en la cH@apero no asi en la cepa2.1, por
lo que el aumento de longevidad de los gusanosregibieron el extracto parece
dependiente de sirtuinas. Aun asi se necesitanestadios que relacionen de forma
directa la estimulacion de sirtuinas con el incretmele longevidad.

En conclusion, tanto los estudiwsvitro como los realizadas vivo demuestran
los efectos beneficiosos de los polifenoles emmécion con mecanismos que implican
a la enzima SIRT1 como elemento clave de regulatéodiferentes vias relacionadas.
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Summary

Title: “Characterization of polyphenols and theitian on sirtuins in inflammation and
cancer intestinal "

Author: Antonio Javier Alcaide Molina
Abstract:

The study of natural products, derived from plants,ertebrate animals or
microorganisms, remains today one of the most mwimgifield for the discovery of
new compounds that may lead to drugs developmerthi$ regard, it is interesting to
point out that about half of the new drugs intraeihdoetween 1981 and 2006 are
derived from natural products.

Polyphenols are one of the most studied groups;ekewy research with new
plant species, trials with polyphenolic extracts d arderivatives to search
pharmacological interest is still in developmenblyhenols are plant secondary
metabolites generally involved in defense mechasiagainst external aggression. Over
8,000 structural variants are known, being the comstructural base the presence of
one or more phenolic rings.

The anti-free radical activity of polyphenols isdely described; in fact, they are
the most potent antioxidants in our diet. Howeve, investigation of new properties
still continues, and in this regard, the antiinfraatory activity is one of the most
important.

Inflammation is a reaction of the microcirculatidhat is characterized by
migration of serum proteins and blood leukocytes ithe extravascular tissue. This
migration is regulated by the sequential releasevagoactive and chemotactic
mediators, such as histamine, 5-OH-tryptamine, sidhemolecules and cytokines, such
as tumor necrosis factar{TNF-0), or interleukins 1, 6, 8 and 10. These proceases
accompanied by an increase in local temperatudmess, swelling, pain, and loss of
tissue function, and at the cellular level ther saveral signaling pathways involved.

There are evidences about the multiple associatibesveen chronic
inflammatory diseases and different types of nesgjaamong them, the relation
between inflammatory bowel disease (IBD) and itsgpession to colon cancer is well
known. IBD, including ulcerative colitis (UC) andr@n's disease (CD), are chronic
intestinal inflammatory disorders, mainly affectinige large intestine of unknown
etiology. These diseases are characterized by ppeasance of recurrent acute
inflammation of the small intestine segments amat £olon, with both intestinal and
extraintestinal clinical manifestations.

Sirtuin proteins are histone deacetylase typewidely distributed in nature,
with demostrated implications in processes suchfemmation, cell senescence, cell
differentiation or metabolism. They can deacetyldistones and other proteins. There
are numerous studies that show how the increadetairy polyphenols protects against
neurodegenerative, cardiovascular, inflammatory aredabolic diseases and cancer,
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always following the deacetylase activity of sinsl Resveratrol was the first
polyphenolic compound that was shown to activateT3| and currently, there are
derivatives that have been described to be up ® t8@es more effective. The
modulation of sirtuins by other regulators, such AddP-activated protein kinase
(AMPK), as well as the study of the participationboth proteins in the regulation of
autophagy processis still in study.

In our researchs, we studied the biological agtivaf some polyphenolic
compounds and their relationship with sirtuins. \Wésted both pure compounds
(resveratrol and quercetin) and extracts enriclmegbalyphenols (mango leaves and
grape leaves), performing vitro andin vivo studies; specifically:

- We assessed the cytotoxic activity of the compgwn two cell lines, a human
monocytic cell line derived from an acute monocytukemia patient (THP-1) and a
human colon adenocarcinoma line (HT-29). Althouginenof the compounds showed
cytotoxic activity with the different doses testéloey showed a significant reduction in
the production of TNF: in bacterial lipopolysaccharide-stimulated THP-1
macrophages. Furthermore, SIRT1 expression wasifisagnly increased after
exposure to the polyphenolic compounds.

- The firstin vivo study has been performed with mice deficient terleukin 10
(IL-10). These knockout mice have defects in immuegulation and spontaneously
develop chronic enterocolitis. It has also beerorenl that, with age, IL-I0 mice
develop adenocarcinoma through the dysplasia sequ@nprocess similar to clinical
IBD-associated cancer. In order to evaluate theaggnprogression over time, knockout
mice between 6 and 18 weeks of age were exami@exdl.findings showed that IL-10-
deficient mice developed colitis from the age ofvéeks onward. The severity of
inflammation and dysplasia as well as the prolifeeaactivity increased gradually with
age. IL-10" mice were also characterized by improved level§NF-« mRNA and
decreased expression of SIRT1 mRNA, compared td-typge (WT) mice. Moreover,
our findings show an increase in phosphorylated KMPAMPK) expression and an
activation of the autophagy in IL-TOmice from all stages compared to WT animals,
evidenced by the accumulation of LC3-1l proteire thcrease in Beclin 1 expression
and the reduction in Bcl-2 colonic levels. Our fesguggest that the SIRT1-AMPK-
autophagy pathway is involved in the maintenanceclofonic inflammation and
dysplasia development in the IL-10-deficient miced®l. Modulation of this pathway
could be a novel strategy for IBD and CRC treatment

- The secondn vivo study aimed to evaluate the effect of a mango éa&fact,
containing a 60% of mangiferin, on an acute modeliloerative colitis induced by
administration of dextran sulfate sodium at 3% he drinking water for 7 days. A
group received resveratrol treatment (50mg/kgyeésrence polyphenol, and other two
groups of animals received the mango leaf extrathe doses of 50 and 100 mg/kg.
The results showed that, both resveratrol and m#gfoextract, effectively attenuated
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acute colitis, with remarkable enhance in mucuslpcton, and inhibition of neutrophil
infiltration as well as inflammatory mediators, lmding TNF« and IL-6 cytokines, and
COX-2 enzyme. Furthermore, mice treated with remvel or mango leaf extract
showed a significant increase in the expressio8IBT1 and pAMPK. These findings
suggest an important role of these polyphenolic mmmds as therapeutic strategy for
the treatment of the active phase of colitis.

- To further study of effect of polyphenols as ragors of sirtuins, we
performed some experiments using the nemat@denorhabditis elegans. This
organism is a widely used model from the 70s, @appgan genetic studies. Current
knowledge of its genome allows the developmentedécied mutants. Althoug@@.
elegans is not very used for pharmacological studies, wappsed its use to detect, in
addition to the effects on sirtuins, other actestthat might be related.

One of the strain used for these assays was thanmidr ire-1 gene (inositol
requiring enzyme 1), which have high levels of Iytgrides. The administration of
metformin (100 mM), an AMPK activator drug, was @lio reduce triglyceride
accumulation, assessed by Oil-Red-O staining, ith lsdbese mutants and wild-type
worms (N2). In order to study the possible mecharby which metformin may reverse
the “obese phenotype”, the expression of the twasks activated by ire-1, FIL-1 and
FIL-2 (fasting-induced lipase), as well as sir2lie(main sirtuin inC. elegans) levels
were determined. Our findings suggest that metfonraduces fat accumulation through
increased expression of FIL-1 and FIL-2 in the ebplkenotype, as well as enhanced
levels of sir2.1 in both wild-type worms and obesetants. The next step was to test
the effect of resveratrol on the accumulation @fiycerides in the wild strain and in a
mutant that not expressed sirtuins, tie2.1 mutant. The effect detected after
resveratrol administration (100 uM) was similathat found with metformin treatment,
reducing the content of triglycerides in N2 worrklewever, this effect disappeared in
the sir2.1 strain after administration of resvesiator metformin. Like metformin,
resveratrol failed to increase the levels of Fllaxdid FIL-2 in neither strain. These
results suggest that the anti-obesity effect ofeestrol, like metformin, is dependent
on sirtuins.

Finally, the effect of the mango leaf extract oe tbngevity of the nematode
was evaluated, based on previous studies showiay résveratrol increased this
parameter. In this sense, the current data onrbeease in longevity by activating
sirtuins are discussed. Our results showed thaetiract, at concentrations of 50 and
200 pg/mL was not able to increase significantly lifespan, although the worms have
a slightly longer half-life. This effect disappedrna the strairsir2.1. The soma theory
proposes that the increase in longevity can beeseli by reducing the size or by
caloric restriction, among others. Treatment wité mango extract induced significant
changes in the length of the worms and in the fimbake (parameter that is directly
related to caloric restriction) in the wild type muts but, again, this effects disappeared
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in sir2.1 worms. Further studies are required to relatectly sirtuins stimulation with
the increase in longevity.

In conclusion, ourn vitro andin vivo studies have demonstrated the beneficial
effects of polyphenols in inflammation, with meclsms involving sirtuins as a key
enzyme regulating different signaling pathways.
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Introduccion

1. POLIFENOLES

Los polifenoles son los antioxidantes mas abundarde nuestra dieta
encontrandose de manera generalizada en las flagagerduras, los cereales, el aceite
de oliva, las legumbres secas, el chocolate y hastaebidas, como el té, el café y el
vino. Algunos polifenoles son especificos de deiados alimentos (flavononas en
citiricos), y otros, como la quercetina, se puedanontrar en un gran numero de
plantas. Generalmente los alimentos contienen uezclan compleja de polifenoles.
Ademas, numerosos factores medioambientales conuz,|l&l grado de madurez o el
grado de conservacion, pueden afectar al contewi@d de polifenoles, ademas del
procesado de los alimentos (Rothwell y col., 20E6tas moléculas son metabolitos
secundarios de plantas, y por lo general estanuoramios en el mecanismo de defensa
dadas sus caracteristicas antibiéticas y antif@sgfteiro y col., 2004) aunque algunos
son indispensables para las funciones fisiologiegetales (Yoon y Baek, 2005). Con
mas de 8000 variantes estructurales, su caraatarésdtructural general es la presencia
de anillos aromaticos, con uno 0 mas restos hiliroxi

1.1. Clasificacion

Los polifenoles se dividen en varias clases derdoueon el numero de anillos
fendlicos que contienen y a los elementos estralegsirque se unen entre ellos. Se
puede establecer 6 grandes grupos: acidos fendligesivados del &acido
hidroxibenzoico o del acido hidroxicinamico), dstihos, lignanos, alcoholes fendlicos
y flavonoides.

Acidos fendlicos

Son compuestos polifendlicos no flavonoides qupuselen dividir en dos tipos
principales, derivados del &cido benzoico y dergadel acido cinamico. Si bien las
frutas y verduras contienen muchos acidos fendlitwss, en granos y semillas se
encuentran son a menudo en la forma unida (Chaeldres y Shahidi, 2010) . Estos
acidos fendlicos sélo pueden ser liberados o hirdbs por hidrélisis acida o alcalina,
0 por enzimas. (Tsao, 2010).

Los acidos hidroxibenzoicos, como el acido galia écido protocatéquico, no
tienen especial interés nutricional pues se encarer®n pocas plantas consumidas por
los seres humanos, ademas de encontrarse en b@adaa excepcion de ciertas frutas
rojas como las moras. La hoja de té es quizaselatéumas importante de acido galico,
pudiendo contener hasta 4.5 g/kg de peso fresemasl de ser un compuesto que se
absorbe bastante bien en comparacion con otrdempalies.

Los acidos hidroxicinamicos no suelen encontransimema libre encontrandose
esterificados en la pared celular vegetal, y paahdo, poseen una baja solubilidad. Los
principales representantes son el acido ferulicacielo cumarico y el acido cafeico. El
acido clorogénico se forma por la combinacién del@cafeico y el acido quinico, esta
presente en muchos tipos de frutas y en gran eahéd el café (una taza de café puede
tener hasta 350 mg de &cido clorogénico (Cliffombly, 2007).

Estilbenos
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Los estilbenos suelen estar presente en cantideg@s en la dieta humana. Sin
duda alguna el principal representante es el ragegr producido por las plantas en
respuesta a la infeccion por patdgenos o antecsiues de estrés (Delmas y col.,
2006). El resveratrol esta presente en mas de péries de plantas, entre las que se
encuentras las uvas, las bayas y los cacahuetespidlade las uvas rojas es
especialmente rica en resveratrol lo que propmsaaltos niveles de resveratrol en el
vino tinto (0.59 mg/L) (Agatonovic-Kustrin y col2015). La produccion sintética de
resveratrol es posible, ademas de derivados condactes mucho mas alta (Pezzuto y
col.,, 2013). De entre las actividades descritas rdslveratrol destacan su poder
antioxidante y antiinflamatorio. Desde hace alguradf®s se le han atribuido
propiedades antienvejecimiento y de alargar la eidaorganismos combrosophila
melanogastero el nematodoCaenorhabditis eleganssin embargo en 2011 se
desmintieron eNaturegran parte de esos resultados (Burnett y col1R01

Lignanos

Estan compuestos por 2 unidades de fenilpropardosi@n posiciof-p’. Estan
presentes generalmente en forma libre, aunque éaneisten derivados glicésidos. La
semilla del lino es la principal fuente dietétipaidiendo llegar hasta los 3.7 g/kg de
peso seco de secoisolariciresinol segun la vari¢ddtercreutz y Mazur, 1997). La
microflora intestinal metaboliza los lignanos a abelitos como enterodiol y
enterolactona.

El interés en los lignanos y sus derivados sirmdstiesta aumentando debido a
posibles aplicaciones. Se ha descrito que el psnurk del aceite de oliva posee
propiedades de quimioprevenciomvitro (Fini y col., 2008). Otros efectos descritos
incluyen la proteccion frente al sindrome metalmdtida reduccion de fenbmenos como
la angiogénesis (Adolphe y col., 2010) ademas dagiaa actividad antioxidante tipica
de los polifenoles.

Alcoholes fendlicos

Tirosol (4-hidroxifeniletanol) e hidroxitirosol @.dihidroxifeniletanol) son los
principales alcoholes fendlicos, presentes prifgipate en el aceite de oliva virgen
extra (40,2 y 3,8 mg/kg, respectivamente) (Cabyiopl., 2001). La concentracion de
fenoles totales en el aceite de oliva virgen etiér@e un valor medio de aceite de oliva
comercial de aproximadamente 180 mg/kg (Owen y 206D0), y que dependera de la
variedad, el clima, area de crecimiento y la maddesla aceituna ademas del proceso
de extraccion (Volpe y col., 2014).

Ademas de en el aceite de oliva virgen extra estir se encuentra en los vinos
tintos y blancos y en la cerveza, mientras quadzbkitirosol solo esta presente en el
vino tinto (Covas y col., 2003).

Aunque la actividad antioxidante del tirosol no tes potente como otros
compuestos presentes en el aceite de oliva, suecotyacion mas elevada y buena
biodisponibilidad indica que puede tener un impudaefecto general (Miro-Casas y
col., 2003). Ademas se han descrito actividad ptota frente a la colitis producida en
ratones por dextrésulfatosddico (Sanchez-Fidalgo y col., 2013).
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Flavonoides

Los flavonoides tienen una estructural general G826 en el que las dos
unidades C6 del anillo Ay el anillo B son de makeza fendlicaKigura 1). La mayoria
de estos compuestos existen como glicésidos, eslipogue las actividades biolégicas
de estos compuestos dependen tanto de la diferesiciectural como de los patrones de
glicosilacion. Pueden localizarse en distintas gaha la planta, aunque principalmente
aparecen en las partes aéreas.

Figura 1. Estructura general de los flavonoides.

Se han identificado mas de 4.000 flavonoides entgda(Harborne y Williams,
2000), que se dividen en si mismos 6 subclasesndeamdo del estado de oxidacién del
anillo de pirano central: flavonoles, flavonasy#laonas, isoflavonas, antocianidinas y
flavanoles (catequinas y proantocianidinas).

Flavonoles tienen un doble enlace entre C2 y C3, con unagyhigroxilo en la
posicion C3. Representan los flavonoides mas ekteaden los alimentos, con la
guercetina como el compuesto mas representativoptiacipales fuentes de flavonoles
son las cebollas (hasta 1,2 g/kg peso fresco)izada, puerro, brocoli y los arandanos.
(D'Archivio y col., 2007). Es importante sefalaregia biosintesis de flavonoles es
estimulado por la luz, por lo que se acumulan en tkjidos exteriores y aéreos.
Curiosamente, pueden existir diferencias en la emtnacion de los frutos de un mismo
arbol e incluso entre diferentes caras de una pelza de fruta, dependiendo de la
exposicidn a la luz solar (Cortell y Kennedy, 2006)

Flavonas tienen un doble enlace entre C2 y C3, y son Iepghoides menos
extendidos. El perejil y otras hierbas aromaticasno la manzanilla o el romero,
contienen apigenina, que junto a la luteolina, games en los cereales, son las flavonas
mas comunes. La piel de las frutas tambien posaedgs cantidades de flavonas
polimetoxiladas.

Flavononas son analogos de las flavonas con el anillo Cradtuy suelen estar
glicosiladas por el carbono;Cas flavanonas aparecen a altas concentraciones en
citricos y en tomates, y también se encuentranienas plantas aromaticas como la
menta. Las flavanonas se localizan mayoritariamentas partes solidas de la fruta, en
particular en el albedo (membranas que separaetgmentos de las frutas). Por ello, su
concentracion es hasta cinco veces mayor en kadug en los zumos.

Las principales agliconas son naringenina en elgbonmesperidina en naranjas
y eriodictiol en limones. Se les han atribuido pedpdes antiinflamatorias (Jain y
Parmar, 2011, Parhiz y col., 2014) y mas recientéenpropiedades neuroprotectoras
(Kumar y col., 2013).
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Isoflavonas poseen un anillo bencénico lateral en posicion YCrupos
hidroxilos en los carbonos C7 y C4’, al igual queesle en la estructura molecular de la
hormona estriol (uno de los tres estrégenos mayard junto al estradiol y la estrona).
Pueden unirse a los receptores de estrégeno y asdficeln por tanto como
fitoestrégenos. Las isoflavonas se encuentran eoadusivamente en las leguminosas
bien como agliconas 0, mas a menudo, conjugadaglaoosa. La soja y sus productos
procesados representan la principal fuente deagmflas, entre las que se encuentran la
genisteina, la daidzeina y la gliciteina. La sopatiene entre 140 y 1530 mg de
isoflavonas/kg peso fresco y la leche de soja puectntener entre 12 y 130
mg/L(Eisen y col., 2003) EISEN B. Se han descrénddicios de las isoflavonas de soja
contra la obesidad (Orgaard y Jensen, 2008).

Antocianidinas son compuestos hidrosolubles, y constituyen wnosd grupos
mas importantes de pigmentos vegetales. Se enaoergrincipalmente como
heterdsidos con los tres anillos de su estructumpugados.

La glucosilacién ocurre principalmente en la pasicB del anillo C o en las
posiciones 5 y 7 del anillo A. También es posiblglucosilacion de las posiciones 3’,
4’ y 5 del anillo B, aunque esta glucosilacién @ge@ con menos frecuencia. Las
antocianidinas estan ampliamente distribuidas ehelia humana. Se pueden encontrar
en ciertas variedades de cereales, en el vino tinem algunos vegetales, aunque
aparecen mayoritariamente en las frutas.

Flavanoles(catequinas y proantocianidinas): poseen el adllsaturado y un
grupo hidroxilo en el carbono C3. Pueden aparem@ocmondémeros o como polimeros
con distintos grados de polimerizacion. Los flalasomas representativos en los
alimentos son de tipo flavan-3-ol, y estos pued@arecer como mondmeros
(catequinas), como dimeros condensados entre@hy oligdbmeros (procianidinas), o
bien pueden aparecer como polimeros (proantoci@sdd taninos condensados). En
las furtas podemos encontrar principalmente epjcate y catequina. Las catequinas
también se encuentran en el vino y en el chocolate.cambio, galocatequina,
epigalocatequina y epigalocatequina galato aparpcecipalmente en el té (Arts y
col., 2000).El contenido de proantocianidinas en los alimee®bastante complicado
de determinar pues poseen un amplio rango estalicjupesos moleculares muy
variables (Rasmussen y col., 2005). Aun asi, seesiglesarrollando nuevas técnicas de
analisis, que van permitiendo a una mejor caraeeidon de todos estos compuestos
(Valls y col., 2009).

1.2. Biodisponibilidad

La ingesta total de polifenoles se ha estimadopmpaia llegar a 1 gramo/dia en
personas con dietas ricas en frutas y bebidas ¥omoté, café, o chocolate, y en menor
medida en verduras y legumbres secas y cerealeth€Bcy Williamson, 2000). De
todos los polifenoles, los flavonoides son los m@isndantes en la dieta, alcanzando los
189.7 mg/dia en las dietas occidentales (Hu, 2®&ih)embargo lo realmente interesante
no es qué cantidad de polifenoles contienen lawediios, si no qué cantidad esta
disponible y es absorbida por el organismo.
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Los datos farmacocinéticos y de biodisponibilidasl Ids polifenoles no son
todavia concluyentes, si bien se sabe que la absoquede ser bien en forma nativa o
modificada. Algunas publicaciones demuestran que polifenoles en los alimentos
como el chocolate, el vino tinto, o cerveza, sealmgizan a acidos fendlicos y aldehidos
por la microflora del intestino, siendo estos meliadis los responsables de las
propiedades beneficiosas que presentan (Gontloil,}2003, Rios y col., 2003).

La biodisponibilidad se puede definir como la fiGocde un nutriente o no
nutriente que esta disponible para el cuerpo. Raraolifenoles en concreto, y seguin
Torsten Bohn (Bohn, 2014), hay que tener en culestaiguientes procesos digestivos
:1) la liberacién de los polifenoles de la matre dlimento; 2) los cambios sufridos
durante la digestion gastrica o en el intestingakdb; 3) la captacion celular de agliconas
y algunos polifenoles conjugados por los entersgcil) la fermentacion microbiologica
de polifenoles no absorbidos; 5) modificacionesimeaticas que se producen en la
captacion en el intestino delgado o colon; 6) ahgporte en el torrente sanguineo y la
redistribucion del tejido posterior; y 7) la exddet por via renal o re-excrecion en el
intestino a través de la bilis y los jugos pandceat

2. ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL

La Enfermedad Inflamatoria Intestinal (Ell) es @mitino utilizado para definir a
un grupo de trastornos inflamatorios intestinaleEmicos, afectando principalmente al
intestino grueso, de etiologia desconocida. Ded&oeste grupo de trastornos estan
incluidas la Colitis Ulcerosa (CU) y la Enfermeddal Crohn (EC). Ambas patologias se
caracterizan por la aparicion de una inflamaciéndagrecurrente de segmentos del
intestino delgado y/o colon, con manifestacionemicds tanto intestinales como
extraintestinales, que con frecuencia presentadives.

La CU afecta fundamentalmente al recto y colon sigeo pudiendo extenderse
de forma proximal y continua al resto del colon. &gacteriza por una inflamacién
cronica de la mucosa colonica que da lugar a unia s sintomas intermitentes
caracteristicos tales como sangrado rectal, digroedor abdominal. En esta enfermedad
se pueden presentar una serie de complicaciondsyaencdo hemorragia masiva,
megacolon téxico y cancer de colon. No obstantepxamadamente el 20% de los
pacientes requieren reseccion quirdrgica del coloalectomia con la colocacién de una
bolsa ileoanal.Rigura 2)

La EC puede afectar a cualquier area del tractestligp, desde la boca al ano.
Preferentemente, se localiza en el ileon termioalpn y ano. Las zonas afectadas
presentan areas normales intercaladas con zonetadis. Los cambios inflamatorios
abarcan toda la pared intestinal y. la sintomafalags diferente dependiendo de la
localizacion. Los sintomas mas comunes e indepetedi de la localizacién son la
diarrea y el dolor abdominal. Cuando la EC se amitaesn fases mas tardias pueden
darse complicaciones derivadas de la inflamaciénica, tales como la constricciéon y
penetracion de la pared intestinal con obstrucdistylas y abcesos. También puede
derivar en cancer de colofigura 2)
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Figura 2. Caracteristicas distintivas entre CU y EC. Eo iinfenso aparecen marcadas las zonas
de mayor afeccion en cada patologia. Adaptado aee@Ayala AE (2008).

Ademas de las complicaciones digestivas asociadasE#l, algunos pacientes,
entre el 25y el 30 % , pueden sufrir a lo largsdevolucion una o mas manifestaciones
extraintestinales (EIM), siendo éstas mas frecsesda EC.

De esta manera, podemos encontrar dos tipos de fasiagiones
extraintestinales: lassociadas a la inflamacién intestinal activaentre las que
encontramos artritis, pioderma grangrenoso, eriteo@oso, iritis aftosa y estomatitis
(De Simone y col., 2013) y laautoinmunes independientes que aunque no se
consideren derivadas de la Ell, estos enfermosriama mayor predisposicién a
padecerlas. Entre éstas se encuentran: espondiiiigilosante, cirrosis biliar primaria,
alopecia areata y tiroiditis autoinmune (Patel ly, @13, Rupp y col., 2013).

La asociacion de las EIM con Ell se concoce desae Imuchos afios, pero los
factores etiopatogénicos siguen sin estar clarlggain®s trastornos sistémicos pueden ser
de origen inmunoldgico y estan probablemente retexios con la fisiopatologia de la
enfermedad intestinal; otros pueden ser secuelassaleecrecimiento bacteriano
intestinal o complicaciones iatrogénicas de lapieraque se usa para controlar la
inflamacion del intestino. (Ardizzone y col., 200&demas hay que tener en cuenta
factores que aumentan la prevalencia de estas estationes, se ha descrito que el
tabaquismo aumenta las EIMS oculares en enferm@dJd@oberts y col., 2014).

2.1. Patogenia

A pesar de los progresos realizados en el conocimide la patogenia y el
mecanismo de la Ell, la CU y la EC representanetim clinico de gran importancia, ya
gue actualmente aun se desconocen las causasfid@ypcas de dichas patologias y por
tanto no disponemos de un tratamiento curativoobkiante, la constante investigacion
en estas enfermedades ha permitido que en losogltiafios se hayan producido
importantes avances en el conocimiento de su nsnanpatogénico. Se considera que
estas enfermedades son consecuencia de una respuesune inadecuada
desencadenandose una cascada de eventos que analdaproduccion exagerada de
elementos proinflamatorios, provocandose una irdt@ém mantenida de la mucosa
intestinal. Hay muchos factores que pueden pastiogm el desarrollo de la Ell, como
factores genéticos, inmunoldgicos y ambientalestyeas como la dieta, la depresion y el
estrés. Todos ellos parecen ser cruciales parasarmllo de la Ell, pero en un grado
diferente. (Soon vy col., 2012).

8
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2.1.1. Factores genéticos:

El componente genético en la patogenia de la Elt@®ce desde hace ya
bastante tiempo, observandose como la prevalesamueho mas alta en miembros de
una misma familia. El gran avance en el estudioegusnciaciéon del genoma ha
permitido identificar genes que pueden contribudesararollar EIl.

CARD15 / NOD2 (del ingles Nucleotide-binding Oligomerization Domain
Containing 2) ubicado en el cromosoma 16. Se han asociado iooéscen NOD2 con
el desarrollo de la EIll (Ogura y col.,, 2001a proteina codificada por este gen es
responsable de reconocer moléculas con una esauespecifica llamada muramil
dipéptido (MDP), presente en la pared celular vacta.

Las mutaciones en dicho gen han sido relacionadiadac EC, ya que existen
estudios en los que se demuestra que en pacieme€!ld estas mutaciones no son
mayores que en pacientes sanos, mientras queddrdificado mas de 30 mutaciones de
CARD15 / NOD2 en pacientes con EC (Cavanaugh, 200&) tanto, estas alteraciones
asociadas con la EC han sido relacionadas connanation defectuosa de bacterias
intracelulares y con una respuesta inmune defegtuodluyendo la activacion del factor
nuclear kappa-B (NF-kB) (Bosani y col., 2009).

ATG16L1 (Autophagy-Related Proteiti6-1) esta involucrado en la autofagia
bacterianaSu relacién con la EC implica que una disfunciénlalautofagia en estos
enfermos puede desencadenar un mal funcionamiehitarccy tisular en el lugar de la
lesion. Ademas, los enfermos que padecen un pdisma en ATGL16L1 presentan
células de Paneth anormales, lo que conlleva uaeaeion en la secrecion de péptidos
antimicrobianos y, por tanto, una respuesta inmdekectuosa ante la presencia de
patogenos en el intestino (Parkes y col., 2007ylgnol., 2013)

Curiosamente, las infecciones virales pueden afeletaexpresion del gen
ATG16L1 y aumentar la susceptibilidad EIl (Cadwglicol., 2010), lo que pone de
manifiesto la interrelacion entre los diversosdees en la patogenia de la enfermedad.

CDH1, gen decadherina 1 o cadherina epitelial, proteina de sidhecélula-
célula dependiente de calcio. Hay un polimorfismoeegen que predispone a CD por
una desregulacion de la permeabilidad intestinahjendo la entrada incontrolada de
las bacterias a la submucosa (Muise y col., 200®pérdida de CDH1se utiliza para el
diagnostico y el prondstico de canceres epiteligas Roy, 2014).

IBD5, codifica dos proteinas transportadoras de cationganicos presentes en
las células epiteliales, macrofagos y linfocitoss Lmutaciones en este gen pueden
aumentar el transporte de antigenos bacterianogesior celular y regular al alza la
respuesta inmune (Peltekova y col., 2004).

IL-10 (Interleucina-10): este gen codifica la citocindi-amflamatoria IL-10. El
deterioro de esta via de sefalizacién ha cobradesen los ultimos afios como una via
clave para evitar el desarrollo de la inflamacidtestinal, y, por tanto, para la terapia de
la CU (Thompson y Lees, 2011). En su funcion arftaimatoria es capaz de inhibir la
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sintesis de citocinas inflamatorias por los linfosiT y los macrofagos (Roncarolo y
col., 2003, Franke y col., 2008).

Muc2 es otro factor genético importante, cuya mutagiede conducir al
desarrollo Ell pues proporciona una barrera muausaluble que sirve para proteger el
epitelio intestinal. La mutacion en el gen puedadomir a estrés en el reticulo
endoplasmatico desencadenando la disminucion dedeeciéon de TSLP (del inglés
Thymic Stromal LymphopoieJinTSLP es un inhibidor de las células dendritigasu
inhibicion causa sobreproduccién de citocinas TR, y Th2 citoquinas (Eri y col.,
2011).

Por otra parte, se han descrito polimorfismos garads genes implicados en las
respuestas del organismo a los productos bactsri&meste sentido, los polimorfismos
en el gen que codifica el receptor toll-like tipgethan asociado con un mayor riesgo de
desarrollar EC y CU (Franchimont y col., 2004) T&nbse han identificado
polimorfismos en el gen que codifica los receptaodidike tipo 9, asociado con mayor
riesgo de desarrollar EC y polimorfismos relaciasaaon las defensinas, péptidos
producidos por las células de Paneth cuya funciéncentrolar los niveles de
microorganismos en el intestino (Fellermann y @006).

2.1.2. Factores ambientales

Atendiendo al dltimo siglo, se observa que el namee enfermedades
inflamatorias y autoinmunes cronicas, donde seuyrcla la EIll, ha aumentado
considerablemente a nivel mundial y, segun estutbdss ultimos afios, este incremento
esta intimamente asociado al progreso social yGesmo (Sewell y Velayos, 2013).
Entre los factores ambientales que han demostrajyommplicacion en la patogénesis
de la Ell se podrian destacar los siguientes:

La dieta

La dieta, en particular, cuando es pobre en prageifiutas, verduras y rica en
azucar y grasa animal puede constituir un factaredgo significativo para el desarrollo
de la Ell (Sakamoto y col., 2005, Jantchou y @010). Sin embargo, no se ha podido
demostrar aun una conexion directa entre la ditdaepfermedad.

Han surgido interesantes hipotesis que asociatosipatrones dietéticos con la
patogénesis de la Ell. Por un lado, la hipétesisodeFODMAP (oligo, di- y mono-
sacaridos fermentables pobremente absorbidos enestino), propuesta por Gibson y
Shepherd en 2005 (Gibson y Shepherd, 2005). Egadsis, aceptada hoy dia, plantea
la implicacion de dietas ricas en carbohidratosatiena corta y polioles en el desarrollo
y progresion de esta enfermedad en individuos gpedstos genéticamente, generando
cambios en la permeabilidad de la barrera epitédéalcolon, asi como una proliferacion
de determinadas poblaciones bacterianas (de Roesit,y2013). Otra de las hipétesis
mas aceptadas es la de la ingestion de micropadiexdgenas (Powell y col., 2007),
segun la cual microparticulas derivadas de progduetobioldgicos ingeridos via oral,
como aditivos o componentes de las pastas de digsilieatos de aluminio o diéxido de
titanio) son fagocitados en el lumen intestinal poreducido tamafio, desencadenando
una respuesta inmune anormal que reduce la tolarashe la mucosa coldnica
(Deutschmann y col., 2013).

10
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Segun algunas publicaciones, la dieta no es untagtiologico de la Ell, pero
puede influir en la actividad metabdlica y contiba la progresion de la enfermedad
(Asakura y col., 2008).

El tabaco

Fumar juega un doble papel en el desarrollo y gsgn de la Ell. Fumar
aumenta el riesgo de CD y este riesgo se reducedséfios después de su cesacion
(Higuchi y col., 2012). Sin embargo, fumar pareloga los sintomas de la UC tanto en
la prevencién de su desarrollo como en la aparidénbrotes leves o moderados
(Aujnarain y col., 2013).

El suefio

Los trastornos del suefio pueden influir en la fimailel sistema inmune y el
proceso de la inflamacion. Existe una fuerte asomia entre la actividad de la
enfermedad y la calidad del suefio, medida conbiRith Sleep Quality Index (PSQI).
Los pacientes en remision clinica con el suefioraalbtienen una alta probabilidad de
reactivarse la enfermedad (Ali y col., 2013).

Farmacos

Aunque esta menos estudiado, parece ser que eldeisantibioticos, anti-
inflamatorios y anticonceptivos puede desencadbnates de la enfermedad, ya que
éstos podrian alterar la barrera intestinal (Arakrishnan, 2013).

2.1.3. Factores psicosociales

La ansiedad y la depresion pueden ser una causa gamsecuencia de la Ell.
Por ejemplo, se ha demostrado que los sintomassd&dstornos del estado animico
pueden contribuir significativamente al desarraléola UC (Triantafillidis y col., 2013).
Por otro lado, el desarrollo de la ansiedad y lpredn en la Ell estd intimamente
relacionado con aparicion de los sintomas somatiakes como diarrea, sangre en heces,
y dolor abdominal. En ese sentido la perspectivaude intervencién quirdrgica
contribuye a la disminucion de la calidad de vitla&rapeorar el estado animico. Ese
incremento de ansiedad es mayor en pacientes cwtiotentos especificos sobre la
Ell, ademéas se ha descrito que las mujeres sonsoexeptibles a estas influencias
negativas. (Plavsic y col., 2013).

El papel del estrés en la Ell también parece sgmifgiativo. Condiciones
estresantes inducen la activacion del eje hipo@piuitario adrenal (HPA), que inhibe
el sistema inmunolégico, pudiendo producir una ciec inflamatoria sistémica en
pacientes de EIll. El estrés cronico es particulateméarino, cambia la fisiologia del
tracto gastrointestinal mediante el aumento dedtlioad, perjudicando la secrecion de
agua y electrolitos, la inhibicién de la secrecd® acido gastrico e incrementando la
secrecion de bicarbonato (Soderholm y Perdue, 2001)

2.1.4. Factores microbiolégicos

Durante el primer afio de vida, el intestino humasocolonizado por gran
cantidad de microorganismos que suele mantenersstelde la vida del individuo. Esta
microbiota bacteriana va a tener un importante lpape el desarrollo y posterior
modulacion de la respuesta inmune, asi como erfalbmlizacién de nutrientes.
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La idea de que la flora microbiana intestinal estidmda a la patogenia de la Ell
ha sido propuesta desde el reconocimiento de layQ& EC. Pese a todo no se ha
descrito un grupo bacteriano propio de la enfermediyunos estudios han demostrado
que existe un elevado numero de bacterias en ¢ortan la mucosa de pacientes con
esta enfermedad y que las lesiones ocurren prédenente en los segmentos donde la
concentracion de bacterias es mayor. También seidta una disminucion de la
diversidad microbiologica intestinal y un deseduib entre bacterias con propiedades
pro- y anti-inflamatorias en estos enfermos, fentwse conocido comadisbiosis
(Rigottier-Gois, 2013). Por otro lado, los tratamigs conprobioticos han generado
resultados muchos interesantes para el tratamiglgtola enfermedad y otros
controvertidos (Frank y col., 2007, Gardlik y c@012).

2.1.5. Factores inmunolégicos

Las investigaciones sobre la patogénesis de ladatlenzaron con estudios de la
inmunidad de la mucosa intestinal, concretamente lacfuncion de las células T en
pacientes con CU y EC, considerandose que estaas<élel sistema inmune adaptativo
eran las responsables de la inflamacién intestMak recientemente, se ha demostrado
el importante papel que desempeifa la inmunidadareraeste proceso.

Incluso en condiciones fisioldgicas, el tracto gastestinal se encuentra en un
estado continuo de inflamacion leve y el sistemmauime es responsable para el
mantenimiento de lanergia (estado de los linfocitos en el cual éstos, pesstar
presentes, no son activos) y el control de los msows reguladores locales. La
interrupcion de la homeostasis y la activaciongrgada de la respuesta inmune local en
el intestino conduce a la mayor produccion decoigs y quimiocinas que activan la
respuesta celular o humoral y estimulan el progaest (Koelink y col., 2012).

Inmunidad innata

La inmunidad innata representa la primera linedefensa contra los patogenos.
El intestino constituye una extensa superficie rsacaeon vellosidades y criptas
especialmente disefiadas para aumentar el areantictooy favorecer la absorcion de
nutrientes que provienen principalmente de losetitos. Los componentes del intestino
interactian con los alimentos y con mas de 400cespeliferentes de bacterias que se
alojan en la mucosa y facilitan procesos asociadosla nutricion (Coombes y col.,
2005).En el sistema inmune intestinal la inmunidathata estd constituida
fundamentalmente por la barrera intestinal, asiccpor las células inmunes donde se
incluyen neutréfilos, macrofagos, células dendafti¢CD) células de PanethNatural
Killer (NK), cuya funcién consiste en la identificacioneliminacion de antigenos
extrafios.

Los pacientes de EIll poseen alterada la permeadilde la barrera intestinal,
presentando anomalias en la produccion de mocsistercia epitelial, lo que permite el
paso libre de antigenos hacia la lamina propia i(ioty col., 2008). En parte, la
respuesta innata frente a productos bacterianod esgulada por las proteinas
citoplasmaticas NOD2/CARD 15 ya descritas anteram®. Como se ha comentado
mutaciones en el gen de NOD2/CARD 15, estan asagiadon una mayor
susceptibilidad a desarrollar Ell. Estas alteraesoproducen defectos en la actividad
bactericida de los macréfagos, lo que conduce ecaidnes intracelulares persistentes
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con estimulaciones crénicas de células T, asi camdbién en la funcion de barrera de
las células epiteliales, incrementando la expasi@dla microflora. Ademas se ha

descrito que en enfermos de Ell, las células inmuleela barrera intestinal generan una
respuesta inmune inadecuada y exagerada frente aolwstituyentes normales de la
microbiota bacteriana intestinal (Hart y col., 20G%icchiara y col., 2012).

Por todo ello se considera que existen suficiereislencias de que una
inmunidad innata defectuosa podria ser un comper&ave, o incluso desencadenante,
de la EIl.

Inmunidad adaptativa
Ademasde la inmunidad innata, en el organismo se ha d@saio un sistema
inmune adquirido o adaptativo para proteger lagdigees mucosas. Al contrario que la
respuesta inmune innata, la inmunidad adaptatirgatmas tiempo en desarrollarse y
depende fundamentalmente del tipo de células TrtBoy Strober, 2003). Ademas se
trata de una respuesta especifica contra el aotiggne genera memoria inmunoldgica,
por lo que induce una defensa duradera.

Las dos formas principales de Ell, EC y CU, geneliatintas respuestas inmunes
basadas en el tipo de citocina dominante produéisia.la mucosa de pacientes con EC
establecida estd dominada por linfocitos T colatames belpg) de tipo 1 (Thl),
caracterizados por la produccion de interferon gar(iffN+) e interleucina 2 (IL-2). La
IL-12 y la IL-18 parecen las citocinas principalrteenesponsables de la polarizacién a
Th1l, si bien la IL-21 puede ser también importg@erdon y col., 2005). INk-es el
responsable del aumento de la expresion de mofadaadhesion en las células
endoteliales, facilitando el reclutamiento de @duinflamatorias y la activacion de los
macrofagos. Estos macrofagos producen, a su veecies reactivas de oxigeno y
grandes cantidades de citocinas pro-inflamatoc@®,0 el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a) (Serriari y col., 2014).

Por el contrario, en la CU la mucosa estaria dodaingor linfocitos
colaboradores T tipo 2 (Th2), con una respuesgacaticaracterizada por la produccion
de interleucinas 4 y 13 (IL-4 e IL-13). La respaedth2 implica la activacion de
linfocitos con actividad citotoxica innata patural killer (NK) que pueden ser
responsables de la inflamacién a través de la pmdin de IL-13 (Targan y Karp, 2005,
Geremiay col., 2014).

Mas recientemente, se descubri6 una tercera poéhlade linfocitos T
cooperadores denominada Thl7, las cuales requier@B, TGF$1 (Transforming
Growth Factor beta e IL-6 para su diferenciacion y crecimiento, diersu principal
producto la IL-17, la cual interviene tanto en tarteostasis intestinal como en el control
de infecciones bacterianas y fungicas (Stockingssly 2007). Estas células, a través de
la IL-17, pueden promover:

- La migracion, expansion y funcion de los neutrdfilo

- La maduracion de las células dendriticas y la eséiondon de las células T
durante su primer contacto antigénico.

- La produccion de mediadores inflamatorios como Udl,| IL-6, IL-8
(Ouyang y col., 2008).
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Los linfocitos Th17 median en la respuesta inflamaty el dafio tisular en una
infeccidn y en condiciones inflamatorias auto-inesiry se ha demostrado que estan
involucrados en la patogénesis tanto de la CU aterla EC (Abraham y Cho, 2009).

Especialmente interesante es el estudio de ladaséll reguladoras (€g),
consistente en una subpoblacion especializada éldéags que actiuan suprimiendo la
activacion del sistema inmune, manteniendo asi dmewstasis y favoreciendo la
tolerancia hacia autoantigenos. Varios estudios detactado una disminucion en el
namero de célulasrég en la mucosa inflamada de pacientes con Ell (Besm col.,
2005), e investigaciones en modelos animales narespe la administracion de estas
células es beneficiosa para la curacién de laisdditperimental (Huibregtse y col.,
2007), sugiriendo su posible utilizacion en terajoéu

Existen diferentes variedades de estas célulase émé que se incluyen los
linfocitos T CD4CD25, que ejercen su funcion supresora inmune fuedgalmente a
través de la secrecion de citocinas como la ILyll@s linfocitos T CDACD25 FOXP3,
gue requieren contacto celular y citocinas parascion.

2.2. Tratamiento de la Enfermedad Inflamatoriadtibal

Como se ha comentado con anterioridad, la Ell es patologia con caracter
cronico y reincidente, para la que actualmenteendispone de un tratamiento curativo.
El principal tratamiento para esta patologia esiéirdy mantener un estado de remision
clinica, asi como reducir el nimero y la duraci@ lds recaidas, siendo de vital
importancia que el tratamiento esté adecuado aeleerislad, segmento intestinal
afectado, historia evolutiva, estado nutricional existencia de complicaciones
presentados en el paciente. En la actualidad elapias anti Ell disponibles se basan
principalmente en el control de la inflamacién iyial del dolor abdominal y se dividen
en convencional y operativa. El tratamiento coni@ral (farmacoterapia) se utiliza en
remision y exacerbacion, que caracterizan tanECay CU, y el tratamiento quirargico
se realiza en estado grave de la Ell. Sin embasgfos tratamientos todavia requieren
mejoras que nos permitan reducir la sintomatolgdéaprevalencia de la enfermedad.

2.2.1. Tratamiento farmacologico

Los farmacos empleados en el tratamiento de lan&lfesponden a un grupo
homogéneo. Son farmacos con propiedades antiinttaiasa e inmunomoduladoras que
controlan y resuelven lesiones agudas. Como erstlmdofarmacos habra que tener en
cuenta los posibles efectos secundarios que pywdaantar en los pacientes ademas de
las posibles resistencias adquiridas. Los farmacgsempleados son:

Aminosalicilatos

Los farmacos mas comunes utilizados en la Ell fmd@oterapia son derivados
aminosalicilatos, como el acido 5-aminosalicil{&®ASA, mesalazina) y su derivado
sulfasalazina, que muestran potencial anti-inflamat Son responsables de la inhibicién
de la sintesis de mediadores inflamatorios derivat# acido araquidénico (AA), tales
como leucotrienos (LT4) o prostaglandinas, aumeetta produccion de IgA e IgG, y la
migracion de células inflamatorias en la mucosg€@zoy Peyrin-Biroulet, 2013).
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Los aminosalicilatos son considerados como tersggura y eficaz frente a EC
leve o0 moderada. Su administracion es oral o megi@amemas, y solo en el colon se
produce la escision enzimatica, liberando el inigrge activo (Marshall y col., 2010).
Los efectos secundarios de los aminosalicilatotiyea dolor abdominal, nauseas,
vomitos y pérdida de apetito, alergia en la pigndhucion del nimero de globulos
blancos, amage higado. El uso a largo plazo puedducir a la impotencia en los
hombres (Marshall y Irvine, 2000).

Corticosteroides

Los corticosteroides, que incluyen entre otrasudelsonida y dipropionato de
beclometasona, son una alternativa de tratamieata lps pacientes con Ell que no
responden a 5-ASA. Los corticosteroides inhibededarrollo de la fase temprana del
proceso inflamatorio y reducen la cascada inflamatale citocinas (Girlich y
Scholmerich, 2012).

Se utilizan fundamentalmente en las fases de veaain y/o empeoramiento de
la enfermedad. Son eficaces en el 60-80% de lasmias en el momento de la recaida
(Nunes y col.,, 2013). Sin embargo, el uso de austeroides no protege contra
posteriores recaidas, ya que no conduce a la dardeila mucosa, que es crucial para el
control de la inflamacién y el restablecimiento gbeto de la funcion fisiologica del
intestino.

El uso de corticoides se asocia con numerosososfegicundarios, a menudo
irreversibles, y por lo tanto su uso debe limitar8arante el tratamiento con
corticosteroides se ha descrito como necesarigplamentacion con calcio y vitamina D
(Sobczak y col., 2014).

Inmunosupresores

Destacan las tiopurinas como la azatioprina (AZA3w metabolito activo 6-
mercaptopurina (6-MP) son antimetabolitos estradtsr de las purinas, que son
esenciales para la formacion de los acidos nudeiédb inhibir la sintesis de ADN
conducen a la inhibicion de la proliferacion de datulas que participan en la respuesta
inmune (monocitos), y la interrupcién de la sirded® inmunoglobulinas (Maltzman y
Koretzky, 2003). Por su eficacia y seguridad, legpurinas, son actualmente, el
tratamiento de eleccion en la terapia de mantenimien la Ell.

La ciclosporina y la ciclofilina, una proteina aptasmatica, forman un
complejo, que se une la calcineurina. El processemimadena la estimulacion de la
sintesis de IL-2 inhibiendo las respuestas inmagichs humoral y celular y
modificando el proceso inflamatorio (Yamaguchi y.c@011). Por otra parte, la
ciclosporina influye en la produccion de linfocitds e inhibe indirectamente la
produccion de anticuerpos y la activacion de losrgfagos. El efecto beneficioso de la
ciclosporina se ha demostrado en pacientes canafspersistentes y observandose una
mejora inmediata en aproximadamente el 85% de aspscde CD. Sin embargo, el
efecto positivo a largo plazo sélo se observd enxamadamente el 54% de los casos
(Rennay col., 2012).

El micofenolato de mofetilo (MMF) es un profarmat@as la administracion pasa
a acido micofendlico (MPA), que actia sobre lodobiitos T y B impidiendo que
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ataguen a células sanas, aunque también debilfgsistencia frente a infecciones. Se
utiliza principalmente en CD durante su exacerba@iRalaniappan y col., 2007).

Antibioticos

El uso de antibidticos se utiliza en la ElIl comoapea primaria y para el
tratamiento de co-infecciones. Sus principalescaones son la presencia de abscesos
o fistulas, enfermedad de Crohn, y la inflamaciéhrdservorio en pacientes operados
(Nguyen, 2012). Los mas comunes y conocidos sariplafloxacina y metronidazol,
pero también hay estudios que caracteriza el tiatameficiente Ell con rifaximina y
ornidazol (Wang y col., 2012). También aumentaprtdbabilidad de remision cuando se
combina con budesonida.

2.2.2. Terapia biolégica

La era de la terapia biolégica comenz6 en el a8 r@ando ldood and Drug
Administration (FDA) aprobo el primer agente anti-TNF para etaimrdiento de la EC
(Targan y col., 1997). Este fue el infliximab, usattualmente para inducir la remision
de la EC activa intraluminal y fistulizante en maxtes que no han respondido al
tratamiento estandar o en pacientes corticodepetedie

Terapias antifactor de necrosis tumoral alfa (ThF-

TNF-o es una citocina proinflamatoria producida porrtecréfagos, linfocitos T
activados, monocitos y mastocitos de la mucosatintgd y con un papel clave en la Ell.
Por este motivo, numerosos tratamientos estansienshyados para bloquear la accion
de esta citocina en varios puntos. Asi, infliximaoalimumab y certolizumab son
anticuerpos monoclonales dirigidos contra TNF-

Infliximab: anticuerpo monoclonal quimérico de @mg75% humano y 25%
murino, que actla a través de la union y neutr@bnade TNF-a y la induccion de la
apoptosis de las células T. Se ha descrito megtirica de los sintomas de EIll después
de una sola dosis intravenosa de infliximab en desios de los casos y
aproximadamente un tercio de los pacientes logedramision completa (Cassinotti y
Travis, 2009). El infliximab suele utilizarse junton otros inmunosupresores tales como
la azatioprina para conseguir la remision de |l&memnédad (Lemann y col., 2006). Los
efectos secundarios de infliximab incluyen, entresy dolor abdominal, mareo, nauseas,
diarrea y fiebre.

Adalimumab: anticuerpo monoclonal humano indicadingpalmente para
aquellos pacientes de EC intolerantes o resistent@fliximab (Fisher y col., 2013).
Entre los efectos secundarios de adalimumab seeptran infecciones de las vias
respiratorias, infecciones fungicas en la pielsyfeembranas mucosas, nauseas, diarrea,
erosiones y Ulceras en la boca.

Certolizumab:anticuerpo humanizado que contiene un grupo plelrgtiicol en
un fragmento Fab de su estructura, para prolongarvida media, ya que su
administracion es mensual (Verma y col., 2011)uSe en el tratamiento de la EC en
pacientes que no responden a otros farmacos.

Ligandos de PPAR-(del inglés Peroxisome Proliferator-Activated R&oe y)
PPARy se expresa en las células epiteliales de la muicdssatinal, macréfagos y
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granulocitos y juega un papel importante en la ¢dagsis. Se ha sugerido que ligandos
de PPAR-y reducen la inflamacion y se propone como factaiegprevencion y de
terapia contra la IBD. Pasceri y sus colaborad(asceri y col., 2001) demostraron que
los agonistas de PPAR-disminuyen la sintesis de la proteina quimiotactae
monocitos (MCP-1) y la produccion de IL-8 por |&utas endoteliales.

Troglitazona, un agonista de PPAR, ha mostradociedin expresion inducida
por citocinas de moléculas de adhesion VCAM-1 e M=A lo que conduce a la
disminucién de la quimiotaxis, adhesion e infiliéecde monocitos al endotelio y alivia
la inflamacion intestinal. Otro agonista de PPAR-rosiglitazona, mejora
significativamente el proceso inflamatorio, comesg&lencia por una disminucién de los
niveles de MPO, TN, PGE2 y la COX-2 (Ramakers y col., 2007).

Inhibidores de la diferenciacion y activacion ds 2lulas T

Para bloquear la diferenciacion y activacion decisilas T se pueden emplear
anticuerpos monoclonales frente a las citocinaditangas en dicho proceso, entre las
que se encuentran la IL-12, IL-18 y el IFNMientras que los anticuerpos anti-IL-18
s6lo han sido ensayados en modelos animales (Tea Hacol., 2001), los anticuerpos
anti IL-12 ya han sido probados en ensayos cliniéss, un estudio randomizado
demostré una respuesta en el 75% de los paciemtiaslds con anticuerpos anti IL-
12comparado con un 25% en el grupo placebo. Adeemaks pacientes que recibieron
el tratamiento con anti-IL-12 se detectd una dismibn de la secrecion de 1L-12, IFN-
y TNF-a (Mannon y col., 2004).

En relacion al IFNy, fontolizumab es un anticuerpo monoclonal humaldza
dirigido contra esta citocina que bloguea la pakuion de la respuesta inmune hacia la
via Thl inducida por IFN; asi como la activacion de los macrofagos, mooscit
linfocitos NK. Algunos estudios han mostrado datieresantes aunque son necesarios
estudios mas exhaustivos (Rutgeerts, 2002, Hommek,y2006).

Tratamientos basados en la inhibicion de la adhesgular

La migracién y el reclutamiento de linfocitos parrhucosa intestinal es un paso
fundamental en el inicio y autoperpetuacion denfgamacion en la Ell. El bloqueo
selectivo de las moléculas de adhesion implicadaste proceso se ha logrado mediante
la utilizacion de anticuerpos monoclonales antijriteas, asi como por oligonucleétidos
antisentido dirigidos contra la molécula de adhesifercelular-1 (ICAM-1).

Natalizumab: anticuerpo monoclonal que bloqueasarigegrinas y, por tanto, la
consecuente migracion de leucocitos dentro del taragastrointestinal. Fue
comercializado en 2004, pero meses después sé tetitporalmente por ocasionar
leucoencefalopatia multifocal progresiva (pérdida sdistancia blanca en el cerebro).
Poco después se ha vuelto a comercializar paratahtiento de la esclerosis multiple y
Ell, aunque de forma restrictiva (Ghosh y col120

Vedolizumab: anticuerpo humanizado gitHntegrina (MLN-02) que inhibe
selectivamente la adhesion de leucocitos del trgesirointestinal. Recientemente ha
completado una serie de ensayos clinicos faseaBlp@&nfermedad de Crohn y la colitis
ulcerosa que demuestran que vedolizumab es urz gfitamaco bien tolerado (Mosli y
Feagan, 2013).
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Actualmente, la investigacion se centra en la bédgude nuevas terapias
bioldgicas, sumandose a las anteriores, con laupoddh de inhibidores de los receptores
de citocinas pro-inflamatorias, tratamiento cdnanas anti-inflamatorias como IL-10 0
IL-11, factores de crecimiento, terapias anti-C¥nunoestimulantes o basadas en el
uso de &cido ribonucleico (ARN) de interferencial{@ Taba Vakili y col., 2012, Nanda
y Moss, 2012).

2.2.3. Modulacion de la flora intestinal

Las evidencias del papel de la flora intestinallaempatogénesis de la Ell han
conducido a la suposicion de que la manipulaciérdidea flora podria proporcionar
beneficios terapéuticos. Asi, estan surgiendo rugatamientos que pretenden alterar el
ambiente luminal utilizando probioticos y prebiésqHedin y col., 2007).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) defipeobidtico como:
“microorganismos Vivos que, cuando son suminissa@n cantidades adecuadas,
promueven beneficios en la salud del organismopagds Ya han sido empleados en
algunos ensayos clinicos en pacientes con EIll dganas resultados beneficiosos
(Schultz y col., 2004). Recientemente, se ha deanstia eficacia de esta terapia en la
remision de la CU activa en nifios (Miele y col.02p

El modo de accién de los probiéticos es complejo ge conoce del todo. Se han
identificado un gran numero de especies probidgtitzasnayoria de los cuales tienen
diferentes mecanismos de accion. Ademas se ha gistoel modo de accion de un
probidtico dado puede variar en funcion de la preisede otros probidticos o bacterias
entéricas en el medio ambiente circundante (Shan&@®4). En cualquier caso se han
descrito diferentes métodos de accion entre lossqumcluyen modificacion adhesion
mucosa intestinal, estimulacion del sistema innmaediante la modulacion de citocinas,
regulacion de proliferacion celular y apoptosisiégg col., 2007).

Los prebidticos no son organismos vivos, sino hidratos de carlmmmoplejos,
tales como fructooligosacaricos y la goma guar, spreresistentes a la digestion en el
intestino delgado y son el sustrato preferido det@s bacterias intestinales, aumentando
su crecimiento y proliferacion. Hasta ahora, lo®sl@linicos con prebidticos en EIl son
limitados a pesar de los buenos resultados obtemidastudios animales (Videla y col.,
2001). Hay evidencias claras en modelos animalegudda suplementacion prebidtica
de la dieta puede proporcionar una opcion teraggun el tratamiento de la Ell, sin
embargo, no se debe aceptar que todos los prefs&an beneficiosos. Como es el caso
con probiéticos, no todos los prebioticos tieneeckfs anti-inflamatorios, incluso
algunos prebidticos pueden aumentar la gravedadaii inflamatorio. Un ejemplo de
prebidtico que ha demostrado efectos antagénicad irestino es fructooligosacaridos
(FOS) (Geier y col., 2007).

2.2.4. Tratamiento quirdrgico

Como norma general, la cirugia en la Ell se indwando fracasa el tratamiento
médico, ante complicaciones especificas graves camgacolon toxico, hemorragia
severa o perforacion, en el caso de la CU y ohstiadntestinal completa, abscesos no
susceptibles de un tratamiento menos agresivo forpeion intestinal libre en la EC e
incluso para evitar o tratar un cancer. Alrededoud 30 — 45% de los enfermos con CU
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y un 70 — 90% de EC precisaran cirugia en el ttasscde su enfermedad aunque las
diferencias presentadas por la CU y la EC en cuardzalizacion, afeccion a la pared
intestinal, frecuencia de las reincidencias y ajpam de complicaciones obligaran a
tomar una decision distinta para cada una de eMasste respecto, la reseccion en
enfermos de CU erradica la enfermedad, aunque easel de pacientes de EC pueden
presentar recurrencia (Bordeianou y Maguire, 208M&8jgiori y Panis, 2014).

2.2.5. Terapia nutricional

Los pacientes con EIl suelen presentar diferent@stornos digestivos
relacionados con la alimentacion valorandose usaiducion de la ingesta, por causas
como nauseas, vomitos, dolor abdominal o diarrekenfas suelen presentar una menor
absorcion y, por tanto, necesitar un requerimiesniergético mayor. Estos factores
conducen con facilidad a un estado de malnutri@bargético-proteica, asi como a
alteraciones del estatus de diversos micronutseratigunos con importantes funciones
metabolicas. En cualquier caso, son alteracioneazimable relevancia en la Ell.

En los udltimos afios han cobrado especial inter@estudios en los que se han
empleadonutraceuticos para tratar enfermedades con base inflamatoriapcson la
Ell, la artritis reumatoide y el asma. A este respeCalder (Calder, 2013), hace una
recapitulacion de la importancia del EPA y DHA, PAdFencontrados en el aceite de
pescado capaces de inhibir, al menos parcialmatggerminados aspectos de la
inflamacion como la quimiotaxis leucocitaria, lapeasion de moléculas de adhesion
leucocito-endotelio, la produccion de eicosanoidesio prostaglandinas y leutrienos
derivados de &cidos grasos omega-®) y AA, la produccion de citocinas inflamatorias
y la reactividad de las células T. Los mecanismas subyacen a las acciones anti-
inflamatorias de esto®-3, incluyen alteraciones de los fosfolipidos dembeana,
inhibicion del factor de transcripcion NB, activacion del factor PPAR-y unién al
receptor acoplado a proteina G, GPR120. Parecguseren adultos, una ingesta de
EPA+DHA a razén de 2g/dia es suficiente para priodefectos anti-inflamatorios,
aungue hay aun pocos estudios al respecto. Sinrgmten modelos animales de artritis
reumatoide, asma y Ell se han demostrado los eféetioeficiosos de las-3.

La intervencion nutracéutica para restablecer ladustasis intestinal requiere
una estrecha relacion entre el intestino y la rbiota asociada. El sistema inmune esta
expuesto diariamente a diferentes antigenos, antoentales como los que acomparan
a la comida. Asi, tanto el sistema linfoide coms fdacas de Peyer y los foliculos
linfoides se encuentran alerta para responder s esttigenos. Las células epiteliales
estan en estrecha cooperacién con los linfocitia-gpiteliales y poseen receptores Toll-
like (TLRs) y Nod-like (NLRs), los cuales sirvenrpadetectar patdgenos o moléculas
patrén asociadas a patdgenos. Parece ser que posiaidn cronica a microorganismos
del ambiente esta asociada con una menor frecuateiacancer. Asi pues, los
nutracéuticos en forma de prebibticos, probioti®®dFAs, aminoacidos y polifenoles,
han demostrado modular la microbiota intestinalcasno los efectos inflamatorios a
nivel celular y molecular en el intestino (SansQ20Rastall, 2010, Magrone vy Jirillo,
2013).

La fisiopatologia de la Ell no esta todavia escideey las terapias actuales no

proporcionan una curacion completa. Por lo tamtdydsqueda de nuevas dianas para el
control terapéutico es permanente. Ademas, otrgesiigaciones tratan de mejorar las
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formas de administracion, introduciendo por ejemgil uso de nanoparticulas, ya que
hoy en dia la mayoria de los farmacos en la terdpida Ell son de administracion
sistémica.

2.3. Modelos animales de inflamacién intestinal

Gran parte de los progresos recientes en la cosiprede la inmunidad de la
mucosa Y la fisiopatologia en el intestino se lognddo mediante el desarrollo de nuevos
modelos animales experimentales de inflamaciorstin@ cronica (Wirtz y Neurath,
2007).

Estos modelose pueden dividir en cuatro categorias: 1) modedpsntaneos de
colitis, 2) modelos de colitis inducida por ageng@imicos, en roedores con un sistema
inmune normal, 3) modelos de adopcion de transteaasn animales inmunodeprimidos,
y 4) modelos genéticamente modificados (con ratdareockout [KO] y ratones
transgénicos), como se muestra ehdhla 1. Estos modelos han dado lugar a una rapida
progresion en el conocimiento, que desde 1993 hadupido cerca de 20 propuestas de
inflamacion intestinal (Hibi y col., 2002).

Tabla 1. Resumen de los modelos animales de inflamactéstinal crénica.

1) Modelos de ingenieria genética.
+ Modelos de ratones knockout.
- Ratones IL-2 knockout.
- Ratones IL-10 knockout.
- Ratones STAT3 knockout.
- Ratones TNF-3' UTR knockout.
+ Modelos de ratones y ratas transgeénicos.
- Ratones IL-7 transgénicos.
- Ratones STAT-4 transgénicos.
- Ratas HLA B27 transgénicas.
2) Modelos de colitis espontanea.
+ RatonesC3H/HeHBiIr.
+ Ratones SAMP/Yit.
3) Modelos de colitis inducible. Agente inductor:
+ Acido trinitrobencenesulfonico (TNBS).
+ Oxazolona.
+ Dextrano sulfato sodico.
+ Carragenina.
+ Polisacarido peptidoglicano.
4) Modelos de transferencia.
+ CD4+/CD45R B9 células T.
+ Hsp60 en CD8 de células T.

Kihn y colaboradores desarrollaron un modelo danrdeficiente en el gen de
IL-10. Estos animales, cuando salen de un ambldmtede patdégenos (SPF, en inglés
specific pathogen frgey son mantenidos en condiciones normales dekarrol
enterocolitis cronica. Las lesiones se observamcgalmente en el duodeno, el yeyuno
proximal y colon ascendente. En el duodeno y elgeyse producen engrosamientos
patolégicos de las paredes intestinales, debids @dmbios hiperplasicos. En el colon,
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se detecta el agotamiento de las células calicdernuna degeneracion del epitelio,
acompafada de una infiltracion de células prodastde IgA en plasma, y un aumento
en la expresion del complejo mayor de histocompatétl de clase Il. (Kuhn y col.,
1993).

La IL-10 es una citocina antiinflamatoria producpta las células T, las células
B, los macréfagos, las células del timo, y los gtieocitos. Esta citocina interfiere con
la sintesis de IL-12 (D'Andrea y col., 1993, Hsyetol., 1993), el factor de maduracion
de los linfocitos citotoxicos y el factor estimularde las célulablK. El bloqueo de la
produccion de IL-12 conduce a la inhibicion de rifg@n-gamma (IFNy), una citocina
Thl. La IL-10 también inhibe la produccion de ILtth factor de crecimiento de las
células T. Ademas, en los macrofagos, la IL-10behia produccion de las citocinas
proinflamatorias IL-B, IL-6, y TNF-a (Minty y col., 1997). Los tipos de citocinas
inhibidas por la IL-10 indican por qué se considera citocina anti-inflamatoria y
beneficiosa para las patologias inducidas por estps celulares de tipo 1 (Thl) y la
inflamacion (Eisener-Dorman y col., 2009).

3. CANCER DE COLON

El cancer colorrectal (CCR) es el tercer tipo decer mas comun y la segunda
causa de muerte por cancer en los paises indirstdas, incluyéndose Espafia.
Anualmente, se diagnostican un millon de nuevosspsr todo el mundo, la mayoria en
Estados Unidos y Europa y menos frecuentementefécaAEste tipo de cancer es sin
duda una de las complicaciones mas severas de, laoBkiderada como una patologia
inmuno-inflamatoria crénica y recidivante.

Se sabe desde hace casi un siglo que la CU estadsaon un mayor riesgo de
desarrollar CCR (ROSENQVIST vy col., 1959). Sin ergbala asociacién entre CCR y
EC ha sido conocida mas recientemente. En 2004weép@ de Eaden observd que el
riesgo acumulado de desarrollar CCR en pacientesCtbes del 2% a los 10 afios, del
8% a los 20 afios y del 18% a los 30 afios (Eadeh y2001). Por tanto, la duracion de
la colitis es uno de los factores de riesgo masrtaptes que contribuyen al desarrollo
del CCR, asi como también la extension anatomicka dsfermedad y la edad en el
momento del diagndstico. Asi, en un paciente con [@Uduracion media desde el
momento en el que se le diagnostica esta enfermeastd que desarrolla CCR es de
unos 17 afos, siendo la edad media del diagnddtéicoancer de 51 afios en hombres y
54 aflos en mujeres. Otros factores de riesgo qusitia implicados en el desarrollo del
CCR son el grado de inflamacion colénica o antetiedefamiliares de CCR (Xie y
Itzkowitz, 2008).

3.1. Etiopatologia

En la etiologia del CCR se encuentran factoresditares y esporadicos, con la
Ell de fondo pues el estrés oxidativo presente e&mmlcosa inflamada altera las
funciones celulares. Las mutaciones genéticas s@siar en genes criticos, como son
los genes supresores de tumores o los genes asoeaida reparacion de ADN (Coppede
y col.,, 2014). En el caso de tumores esporadictss eslelen deberse a mutaciones
somaticas (en los mismos genes que en los casedithens) producidas normalmente
por causa de una exposicion a factores ambientdles. factores dietéticos son
responsables de hasta un 90% de los casos de dé&waon (Campos y col., 2005).
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Ademas de la etiologia comentada hay una seri@aaerés que incrementan la
aparicion del cancer colorrectal (Araujo y col.12)) Destacan:

a) Ingesta de una dieta rica en calorias y lipidobrésdodo los de origen
animal), las carnes rojas, y los hidrocarburos atmwms policiclicos presentes en el
pescado y carne a la parrilla.

b) Ingesta de grandes cantidades de acohol.

C) Presencia de ciertos sindromes o enfermedadesy@émdo la obesidad o
la diabetes que claramente aumentan el riesgocaieircia de CCR.

Del mismo modo se conocen factores que reducentiideincia de este cancer:

a) Dieta rica en frutas y vegetales.

b) Bebidas, como el agua mineral, el vino tinto céeldrde.

C) Micronutrientes, como las vitaminas A, C, E y D;é&slido félico y el
calcio.

d) Medicamentos, como antiinflamatorios no esteroideos

e) Ejercicio fisico.

Numerosas evidencias sugieren que la propia infl@macrénica es el factor
etiopatoldgico principal del CCR asociado a cqlitisbido a fallos en la respuesta de la
inmunidad innata y adquirida y pérdida de tolerareias bacterias intestinales y otros
patogenos (Motilva y col., 2008). Desde hace uriss &mpiezan a dilucidarse los
mecanismos que explican como la inflamacion afettdesarrollo tumoral. En este
sentido, parece que el factor inducible por hipdx{&lIF-1) juega un papel fundamental
en diferentes tipos de tumores, y su activaciéd aesbciada con el aumento de la
mortalidad. Es sabido que los principales genesaalbs en el cancer se agrupan en
varias vias de sefializacién y que todas desemlmtda activacion de HIF-1, el cual
controla aspectos clave de la carcinogénesis (Darw)., 2006). Este factor puede ser
activado por la accién de las citocinas, prostatifeas generadas por la accién de la
COX-2, prostaglandina sintasa 1(PGS1) o bien paxielo nitrico (NO) liberado por la
oxido nitrico sintasa (NOS) (revisado en (Lopezdraz 2006). Los mecanismos
tumorigénicos de estas enzimas son varios. Lassntie citocinas, asi como las vias
activadas por COX-2, estan inducidas en algunass tie canceres, particularmente en
CCR vy, las PGs estan relacionadas con procesos loesiimulacion del crecimiento
celular, angiogénesis y supresion de la inmuni@e hecho, hay PGs que inhiben la
apoptosis y promueven la carcinogénesis del cdam(ner y col., 2005). La expresion
de la 6xido nitrico sintasa inducible (iINOS) estgulada por vias de sefializacién que
incluyen los factores de transcripcion -y la proteina activadora 1 (AP-1), mientras
que esteroides, el NO, y p53 reducen su expredtbhnNO tiene un papel dual,
dependiendo de la enzima que lo sintetice y dedadiciones fisiopatoldgicas del tejido
donde se genere. Asi pues, concentraciones altd®©daegan un papel destacado en la
iniciacién, promocion y progresion de los tumoreiahdo directamente al ADN,
inhibiendo su reparacion, bloqueando la apoptos@mwyribuyendo a la angiogénesis.

El estrés oxidativo es un factor muy importante lanprogresion de la
carcinogéenesis asociada a la inflamacion. A estperto, las células inflamatorias
producen, en su metabolismo, radicales libres dgeow y de nitrégeno que dafian a los
acidos nucleicos y a las proteinas, induciendoelaxidacion lipidica de la porcion
hidrofébica de la membrana celular y generandoobighdxidos ciclicos altamente
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toxicos, que causan graves perturbaciones en labrmaea celular e incluso mutaciones
en el ADN.

Entre los factores celulares y moleculares queimian un proceso inflamatorio
y el cancer, destacan las plaquetas. Estas juegpapel fundamental en la inflamacion
por su comunicacion con leucocitos y ceélulas eriddee, ademas de liberar lipidos
como TXAy, factores de crecimiento y activadores de angiegjénLa activacion de las
plaguetas ocurre de forma tanto autocrina comocpaeg permitiendo el reclutamiento
de leucocitos en diferentes tejidos y cambios feiais en las células estromales, lo cual
contribuye al desarrollo de enfermedades comoel@stlerosis, inflamacion intestinal y
cancer (Dovizio y col., 2014). Estos factores pueckusar un proceso inflamatorio y un
fenotipo canceroso en otras células a través dendoacion persistente de COX-2 y una
alta produccion, fundamentalmente, de RAE mas, diversos estudios han demostrado
que la aspirina reduce la incidencia de CCR pqgvagel inhibidor de la COX-2 (Lee y
col., 2012, Ng y col., 2014). Entre los factoreslenolares que relacionan los procesos
inflamatorios y el cancer destacan las eviden@kionadas con el factor NB. Desde
hace afilos se conoce bien su funcion como regutbelgenes pro-inflamatorios, pero
son mas recientes los datos sobre su papel endrelat crecimiento no controlado,
inhibicion de la apoptosis, metastasis y angiogér(&arkar y Li, 2008, Al-Halabi y col.,
2011). Las estrategias farmacoldgicas actuales @areegulacion se dirigen hacia el
control de los mecanismos que producen su activap#rsistente, como ocurre en
patologias inflamatorias cronicas (Tan y col., 2008&ra via relacionada es la del factor
PPAR4y, que esta siendo explorada actualmente, ya gha semprobado su importante
papel en la progresion del cancer inhibiendo ldifpracion celular exagerada presente
en un tumor y su invasion a los tejidos adyacetdsmas de su control en la produccion
de citocinas pro-inflamatorias (Bertin y col., 20Rbusseaux y col., 2013).

En resumen, el CCR es una patologia donde losréactambientales, y una
predisposicidon genética, hacen que su progresi@mesgy/or. En este tipo de cancer la
inflamacion juega un papel fundamental, ya queeguaies con CU o EC tienen mayor
probabilidad de desarrollar CCR. La formacion inoolada de radicales libres puede
provocar dafios en el ADN y, esto, sumado a queata tle una zona expuesta a
desechos y bacterias intestinales, desencademari@spuesta inflamatoria exagerada.

3.2. Prevencién

El riesgo de desarrollar CCR en pacientes con &kkdnducido a la adopcién de
programas de vigilancia para su deteccion preanz etfin de reducir la morbilidad y la
mortalidad asociada a este tipo de cancer. Ersesta&o, la estrategia de vigilancia mas
reciente es la realizacion de colonoscopias a liseptes que hayan padecido CU
durante 8-10 afios, al menos cada dos afios. Elstaleisa manera de detectar los signos
tempranos de la displasia. De esta forma, y seseutbre a tiempo, este tejido neoplasico
puede ser eliminado mediante cirugia, previniensio eh desarrollo del cancer. En
pacientes con EC se aconseja el examen colonoscsipia afectacion de al menos un
tercio del colon persiste durante mas de 8 afibm@ali y col., 2009).

El uso de la farmacoterapia como medida potenaia peducir el riesgo de CCR
se ha estudiado ampliamente. En este sentido, ehteagmas ensayado para la
quimioprevencion es el 5-aminosalicilato. Variotud®s observacionales demos-traron
un menor riesgo de desarrollar CCR o displasiaaamieptes que tomaron este farmaco
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(Rubin y col., 2008). Si este agente puede prevanireoplasia colénica mediante la

supresion de la inflamacion, se podria pensar ¢pos snedicamentos antiinflamatorios

usados en el tratamiento de la Ell como los estesoo AINE deberian ser protectores
contra el CCR. En este sentido, varios estudiosmastrado que el uso de esteroides
topicos y sistémicos resultdé en una reduccion i@sigo de CCR. Sin embargo, estas
moléculas no pueden ser utilizadas durante largo®gons de tiempo debido a sus

efectos toxicos (Velayos y col., 2010). Los AINE¢luyendo los inhibidores selectivos

de COX-2, han mostrado tener un efecto preventiviog tumores de colon, aunque su
uso también se encuentra limitado debido a susosfadversos (lwama, 2009).

Otro agente ensayado para la quimioprevencion d€ER Ces el acido
ursodesoxicolico, que ha demostrado reducir ejoeke displasias en pacientes con CU
(Alberts y col., 2005) y en modelos animales de C@®R&hno y col., 2007). Otras
moléculas evaluadas con este fin incluyen el a@tico (Hubner y Houlston, 2009), las
estatinas (Poynter y col.,, 2005) e inmunosupresccemo azatioprina 0 6-
mercaptopurina (Matula y col., 2005). No obstaetesten datos insuficientes sobre el
papel de estos farmacos como agentes quimioprgwsriara el desarrollo del CCR.

4. PAPEL DE LOS POLIFENOLES

Gran parte de la evidencia sobre los efectos pgoesc de los polifenoles se
deriva de experimentos realizados/itro o0 en modelos animales, mediante el empleo de
concentraciones mucho mas altas que las que gewsri@l contenida en la dieta humana
(Veres, 2012). En este sentido, algunos de losgpalies descritos como favorables para
la salud se caracterizan sin embargo por presenémta toxicidad retrasando el
crecimiento, tras un consumo excesivo en aves delcayanado y animales de
laboratorio. Sin embargo, la ingesta de pequefiatsddeales en los alimentos tiene efecto
demostrado en la reduccion de las enfermedadescasden modelos animales. El
namero de estudios en humanos, para investigarefestos protectores de los
polifenoles, ha aumentado rapidamente en la ultig@ada, sin embargo, los estudios
epidemiolégicos son limitados y las investigaciook@sicas insuficientes (Asensi y col.,
2011, Williamson y Carughi, 2010).

4.1. Efecto antioxidante

La principal propiedad de los polifenoles esamitividad antioxidante, con
numerosos trabajos que inciden sobre ello, no emw \son los antioxidantes mas
abundantes en la dieta. Esta propiedad dependestido de hidroxilacion de sus
anillos aromaticos (de Kok y col.,, 2008). Entre lefectos antioxidantes de los
polifenoles se incluyen los siguientes: (a) elimida de radicales libres (Manach y
col., 2004), (b) quelacion y estabilizacion de aadis divalentes, y (c) modulacion de
enzimas antioxidantes enddgenas (Manach y col.4,2800brattee y col., 2006).
Debido a que los polifenoles son compuestos sassibla 6xido-reduccion (Ju y col.,
2007), dependiendo del tipo de célula, dosis, yel tempo de tratamiento, también
pueden actuar como agentes pro-oxidantes, increamdémtla produccion de especies
reactivas de oxigeno y, por lo tanto, reducir eteniento celular (Ramos, 2008).

Hay experimentos clinicos que han demostrado gu@dtifenoles disminuyen
los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROB6,Reactive Oxygen Specigs
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(Fenercioglu y col.,, 2010), concretamente flavdesi tales como quercetina o
catequina pueden capturar directamente ROS, tates €, H,O, o HCIO (Binsack y
col.,, 2001). Como se ha mencionado, los polifentdesbién pueden potenciar los
sistemas de desintoxicacion celular, tales comeulgeréxido dismutasa, catalasa o
glutation peroxidasa (Nijveldt y col., 2001, Kol&cgcol., 2010), e inhibir las enzimas
generadoras de ROS, tales como la xantina oxidésdipmxigenasa (Coulibaly y col.,
2011).

La accién antioxidante de los polifenoles se traden otras actividades
potenciales, como antiinflamatoria, vasodilatadaaatitrombadtica, antiapoptotica, o
efectos antiaterogénicos (Quinones y col., 2018)la$ estas actividades se pueden ver
traducidas en la reduccion del crecimiento de aselineas celulares cancerosas, y son
cada vez mas las investigaciones que atribuyervidaties antitumorales a los
polifenoles (Henning y col., 2013, Sak, 2014).

4.2. Actividad antiinflamatoria

La inflamacion es una reaccion de la microcircdlacijue se caracteriza por la
migracion de las proteinas del suero y los leucscide la sangre en el tejido
extravascular. Esta migracion se regula por larditién secuencial de mediadores
vasoactivos y quimiotacticos, tales como histamiB&H-triptamina, moléculas de
adhesion, y citocinas tales como TWNF-IL-1, IL-6, IL-10, IL-8, y MCP-1. Estos
procesos se acompafian de un aumento de la tempedatal, enrojecimiento,
hinchazén, dolor, y pérdida de la funcién del ®jiGuo y col., 2009).

La actividad antiinflamatoria de los polifenolestéesomando cada vez mas
importancia, aunque por supuesto no es algo que sl@iprender dada la relacion entre
estrés oxidativo e inflamacion. El estrés oxidafivoduce un aumento de enzimas tales
como ciclooxigenasa (COX) y lipoxigenasa (LPOWlegestan implicados en la
liberacion de factores como interleucinas y quinmas. Ya en 2000 se demostré que la
quercetina inhibia la expresion de COX-2 en estidhiovitro, o que la flavina presente
en el té negro suprimia la expresiéon de la ciclpenxsa en células de cancer de colon (Lu
y col., 2000).

La regulacion de la inflamacion mediante la ac@dhre el factor nuclear kappa
beta (NF-kB), que regula el proceso inflamatorialiaete la modulacion de la expresion
de genes proinflamatorios, es otra diana importpoteparte de los polifenoles. Estos
pueden bloquear la fosforilacién de la subunidal iAtpidiendo la trascripcion de los
genes proinflamatorios. En este sentido han mastaatvidad varios polifenoles como
el resveratrol, la quercetina o el epigalocategaiato entre otros (Ran y col., 2008, Ou
y col., 2006, Dryden y col., 2006).

La asociacion entre inflamacién y cancer ha sidabéscida por numerosos
estudios epidemioldgicos y clinicos (Thun y colQ02), y los principales agentes
implicados son NkeB, TNF-0 y COX-2, desde la iniciaciéon de la inflamacion thas
mecanismos ya citados como la proliferacion celuldr efecto antiapoptotico, la
angiogénesis o la metastasis (Lu y col., 2006).

A modo de resumen, en [Babla 2 puede verse el efecto de los principales
polifenoles de la dieta sobre las respuestas iafianas.
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4.3. Induccién de la detencién del ciclo celular

El ciclo celular esta altamente regulado, inteesoio gran cantidad de agentes
como ciclinas (ciclina A, B, D o E), quinasas deatientes de ciclina (CDK) (CDK 1, 2,
4, 6 6), e inhibidores de CDK. Como es obvio leraltion de cualquiera de estas
proteinas por parte de los polifenoles puede afetterecimiento y proliferacion de las
células cancerosas (Ramos, 2008). Efddhla 2 se muestran algunos efectos de los
polifenoles en el ciclo celular.

4.4. Apoptosis

La muerte celular programada (apoptosis) es un mwoa de proteccién contra
el cancer, mediante la eliminacion de las célulaBadas. Dada la resistencia a la
apoptosis tipica del cancer, la induccién de lgtgmis puede considerarse como uno de
los objetivos mas importantes en el tratamientbr{don, 2002).

Muchos polifenoles quimiopreventivos dietéticogluyendo quercetina, EGCG,
apigenina, crisina, la curcumina, el acido elagigoel resveratrol, deben su efecto
inhibidor sobre la carcinogénesis a través de tadoion de la apoptosis (Manson,
2003).

Por otra parte, los polifenoles ejercen un efetfrehte sobre el medio oxidativo
de células cancerosas y normales, ya que podriatficao el sistema redox de las
células cancerigenas, siendo mas pronunciados 1festog citotoxicos de los
cancerigenos en las células tumorales que erlaas normales (Yang y col., 1998).

Hay 3 vias principales para iniciar la apoptosisuter y col., 2008):

a) Extrinseca, mediada por receptores de muerte co®D®5(as/Apol,
factor de necrosis tumoral{TNF-0).

b) Intrinseca, en las mitocondrias, regulada por geantidad de proteinas de
la familia de Bcl (Bcl-2, Bcl-xL y Bcl-w), que ejeen efectos anti-apoptéticos, y Bid,
Bad, Bak, Bax o Bim, con efectos pro-apoptoticos.

C) Via del estrés del reticulo endoplasmaético (Gavtaanino y col., 2012).

La Tabla 2 recoge el efecto de los polifenoles sobre estazmniemos.

Tabla 2. Efecto de algunos polifenoles sobre la prolifénae inflamacion, el ciclo celular y la
apoptosis.

Polifenol Pirr?#;?;ﬁi%?] € Ciclo celular Apoptosis
IPI3K, |[COX-2; lciclina D,E; TROS,1caspasa
EGCG TINK, |AMPK, |CDK1,2,4,6; 3,8,9;1citocromo c;
TNF-a JPCNA 1|Bcl-2
Genisteina JAKT; |ERK; lciclina B1; |[Cdc2;

INFxB; |COX-2 JPCNA

< L. lciclina A,B1,E; Tcaspasa-3,9;

Acido Elagico 1p53 Tcitocromo c.

Punicalagina tégiéNFKB lciclina A, B1,E
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Curcumina JAKT; |mTOR; |ciclina A; |CDKI; | tcaspasa-3,7,8,9;
INFkB; |[COX-2 | 1p21 1Bcl-x.
Quercetina ﬁ\lﬁ\ﬁ( LTERK; 1p53 $;§pasa-3,7,8,9;
S JAKT; |Ras; | _ ]
Apigenina MEKK1 = caspasa-3
L 1INK; 1PKC; _
Manguiferina |COX-2, 1ICAM1 Tcaspasa-3
Flavona | INFkB; |COX-2 ig;léga BCE | goix.: 1Bak

4.5. Actividad anti cancer

Son muchos los estudios en diferentes lineas cefllanodelos animales, y
ensayos epidemioldgicos en humanos, los que sugiene papel protector de los
polifenoles contra distintos tipos de cancer (Watgacol., 2000, Wenzel y col., 2000,
Yang y col., 2001). Diversos ensayos clinicos it@encorrelacionar la ingesta de
polifenoles con la prevencién de un cancer en qdati, mostrando la disminucion del
riesgo (Arts y col., 2002, Key y col., 1999, Knektol., 1997, Su y Arab, 2002). Sin
embargo, también hay ensayos donde no se ha emdonina relacion entre la ingesta de
polifenoles y la reduccion del riesgo (Garcia y.,cb999, Arts y col., 2001). Las mayores
evidencias de los efectos beneficiosos de los guulles provienen de ensayos en
animales y de ensayads vitro. En laTabla 3 se recogen algunos estudios que han
evaluado la eficacia de los polifenoles en animales

Tabla 3. Efecto de polifenoles en diversos modelos animales

Polifenol Animal Céncer Efecto
Quercetina | Rata Colon | Proliferacién celular criptgs
Resveratrol | Raton Neuroblastomg 1Supervivencia

Rata Cerebro TApoptosis,| Proliferacion
Polifenon B | Hamster Boca Proliferacion, apoptosis
Genisteina | Raton Cerebro TProliferacion

Raton Piel | Proliferacion

EGCG

Raton Pulmon |Metéstasis
Curcumina | Rata Higado IPCNA, NFKB, 1p53
Acido tanico | Rata Prostata JTumores, PCNA

La actividad anticancerigena de estos compuesese datribuirse a la
combinacion de sus efectos protectores sobre séhalanales y a sus efectos citotoxicos
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sobre las células neoplasicas. Ademas los difeyestectos dependeran del tipo de
tejido, del tipo celular, asi como de la dosis gada.

4.6. Efectos antiangiogénicos y antimetastatico

La metastasis implica la integracion de la degrigaede la matriz extracelular, la
protedlisis, la adhesion celular, la migracion @lua angiogénesis y la invasion. Los
compuestos fendlicos poseen efectos antiangiogegiantimetastasicos pero los
mecanismos moleculares aun no estan del todo esiclas Tabla 4).

Tabla 4. Efecto de algunos polifenoles en mecanismos gegénesis y metéstasis.

Polifenol Inhibicién angiogénesis Inhibicidbn metastsis
Acido Elagico PDCER; [VEGR [HIF-
EGCG | VEGE; [FGF illl/lylzﬁ’i?rientina; |HuR
Genisteina luPA; [uPAR; 1PAI
Antocianinas IVEGF JuPA; |[MMP9
Quercetina IVEGEF; |[I-CAM1 |FAK; |MMP2.,9
Apigenina | VEGF; = HIF-1a IMMP2.9
Curcumina IMMP1,2
Luteolina IVEGF IMMP2.9; |FAK

4.7. Efectos antiproliferativos

Kuntz et al. (1999) demostraron la actividad awoliferativa de 30 polifenoles,
de los 36 ensayados, sin citotoxicidad celular éhulas de cancer humano. Las
principales vias de sefalizacion relacionadas oaplia fosfoinositol 3-quinasa,
proteinas quinasas activadas por mitbgenos (MARIpbre todo al factor nuclearB
(NF«B). La inhibicion de la activacion de N& es un objetivo clave en la
quimioprevencion dada su activacion constitutivacasi todos los tipos de cancer
(Colgate y col., 2007).

4.8. Efectos de los polifenoles en el cancer dercol

El CCR tiene una especial relacién con los compggstlifendlicos, respecto a
otros tipos de cancer, pues es en el tracto insstonde aquellos proporcionados por la

28



dieta ejercercen efectos quimiopreventivos, entm@sanotivos porqué es donde estan a

las concentraciones mas altas (Hu, 2011).
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En laTabla 5 se recogen algunos de los efectos de los prirdpadlifenoles en
distintas lineas celulares de colon.

Tabla 5. Efecto de polifenoles en lineas de cancer dencolo

Polifenol Tipo celular Mecanismo celular
Inhibicion del crecimiento
celular y la actividad

HT-29, Caco-2, SW480, HCT €itotdxica; reduccion o la
Ouercetina 116, IEC-6, FHC, VAC@235,] estimulacién de proliferacior]
COLO 201, LS-174T, T84, | celular; disminucién de la
DLD-1, LT97 migracion celular; induccion
de detencién del ciclo celulaf,
apoptosis, y autofagia.
La inhibicion o ninguna
: alteracion de la proliferacion]
Rutina HT-29 , Caco-2 celular, diferenciacion y
apoptosis.
Inhibicion del crecimiento
Miricetina HT-29, Caco-2, SW480, T84,celu_|ar; rgducci()n d_e la _
VACO-235, COLO 205 proliferacion celularinduccio
de apoptosis.
HT-29. Caco-2, SW480, Inhibicion del crec_:i,miento
SW837, SW426, HCT-116, | celular, proliferacion,
EGCG FHC, T84 .transf.o,rmamon. ne,opla_sma,
invasion y angiogénesis;
induccion de detencién del
ciclo celular y apoptosis.
Categuina HT-29 Acti\_/id_ad inhibidora del _
crecimiento y la apoptosis
Epicatequina HT-29 Actividad inhibidora del

crecimiento y la apoptosis

Resveratrol

HT-29, SW480, Caco-2,
SW620, HCT116, CCL 220.]
WiDr

Inhibicion del crecimiento
celular; induccién de poptos
detencion de proliferacién y

transformacion neoplasica
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5. SIRTUINAS
Las sirtuinas son histonas desacetilasas tipartipliamente distribuidas en la
naturaleza, con demostradas implicaciones en mece®mo la inflamacion,
senescencia celular, diferenciacion celular y eltabm@ismo. En mamiferos
encontramos 7 tipos de sirtuinas, que se diferermi@cipalmente en la localizacion
intracelular y en el sustrato, y por tanto en lacfan asociadalabla 6. (Chung y
col., 2010).
Tabla 6. Localizaciones, sustratos bioldgicos, y funciotesas sirtuinas presentes en mamiferos.
Sirtuina  Localizacion intracelular ~ Sustrato Funcién
: , . Supervivencia celular, diferenciacion celt
Sirtl Nucleo y citoplasma NF-«B, p53, FOXO . P . .
inflamacién, metabolismo
Sirt2 Citoplasma a-tubulina, histona H4 Ciclo celular
Sirt3 Nucleo y mitocondria Acetil-CoA sintetasa Metabolismo
Sirt4 Mitocondria ADRP ribosil transferasa Metabolismo
Sirt5 Mitocondria Proteina mitocondrial Funcién mitocondrial
. , ADP ribosil transferas .
Sirt6 Nucleo . Reparacion ADN
histona H3
Sirt7 Nucleo ARN polimerasa | Transcripcion ARNr

30

La sirtuina mejor caracterizada es SIRT1, ortéldg®ir2 ilent information
regulation 3 de levaduras, que juega un papel importante emdalaciéon de la
patogénesis de enfermedades pulmonares cronidasnedades neurodegenerativas,
enfermedades renales y patologias cardiovascutaescas (Michan y Sinclair,
2007, Finkel y col., 2009). Ademas, Sir2 se deszrdmmo un gen responsable del
incremento de la longitud de vida; hasta en un &dtevaduras Laenorhabditis
elegans(Howitz y col., 2003, Tissenbaum y Guarente, 20@dyselli y col., 2010,
Burnett y col., 2011).

El mecanismo de regulacion de SIRT1, o Sir2, seedelsu capacidad de
desacetilar tanto histonas como proteinas no fstq¢@amins y col., 2010). Las
sirtuinas, para realizar la reaccion de desac&tilacequieren nicotinamida adenina
dinucleétido (NAD) como cofactor. De esta manera, eliminan el gagetil de las
proteinas transfiriéndoselo a NALEN este proceso se generan dos metabolitos, la 2’
O-acetil-ADP-ribosa y la nicotinamida (NAM). La adtlad de las sirtuinas puede ser
inhibida por el producto de reaccion NAM. En mamd$e NAM puede ser convertida
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en NAD" en dos pasos enzimaticos. Primero, se transformanieotinamida
mononucleodtidos (NMN), por la enzima nicotinamidasféribosiltransferasa
(NAMPT), y posteriormente pasa a NADpor la enzima nicotinamida
mononcucledtido adeniltransferasa (NMNAF)gura 3 (Chung y col., 2010).

NAM NMN

NAMPT NMNAT

NAD*

Figura 3. Transformacion de nicotinamida en NADnediante la participacion de las enzimas
nicotinamida fosforibosiltransferasa y nicotinamidanoncucleétido adeniltransferasa.

Algunos de los procesos en los que las sirtuirtas @svolucradas incluyen:

- Inflamacion: SIRT1 se asocia directamente con RelA/p65 (sulauhide
NF-xB) por desacetilacion del residuo lys310, regulaiadivanscripcion de los genes
asociados a NkB, muchos de ellos pro-inflamatorios (Chen y c@002). Ademas,
recientes estudios han demostrado que SIRT1 tand®éacetila, e inactiva, a la
proteina activadora AP-1, lo que conlleva a un elesec de COX-2 (Zhang y col.,
2010).

Diversos ensayom Vvivo e invitro, han demostrado que el silenciamiento de
SIRT1 produce un incremento en la activacion dexBFy de citocinas pro-
inflamatorias como TNk IL-1p o IL-6 (Yoshizaki y col., 2009), mientras que con
activadores de sirtuinas el factor de transcrip@8té inhibido. Ademé&s se ha
encontrado como en distintas patologias inflamasdos niveles de sirtuinas estaban
disminuidos (Yang y col., 2007, Shen y col., 20@). embargo, los mecanismos que
subyacen a la reduccion de expresion y la actividadSIRT1 en condiciones
inflamatorias no se conocen (Xie y col., 2013).

- Longitud de vida: la restriccion caldrica es el mecanismo mejoroco
relacionado con el incremento de la longevidad h&eropuesto que el efecto del
resveratrol erC. elegansen mosca, en levadura, y en humanos es a travésalvia
sirtuinas-dependiente. La administracion de estgpoesto incrementa los niveles de
SIRT1, y el ratio NAD/NADH, disminuyendo los niveles de NAM (Fulco y gol
2008).

En este sentido, parece ser fundamental el mecardsmegulacion de SIRT1
y LKB1/AMPK. Se ha propuesto que SIRT1 y AMPK estanreguladas entre ellas a
lo largo del ciclo celular, y que los niveles de DINADH y ADP/ATP son
fundamentales en esta regulacion (Wang y col., 2011
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- Cancer. las sirtuinas tienen un papel controvertido ec@sos de cancer. Se
ha visto que los niveles de SIRT1 estan incremestah algunos tipos de cancer.
Ademas hay evidencia de la implicacion de SIRT glesilenciamiento epigenético de
genes supresores de tumores tales como SFRP1, @ohide la inhibicién de SIRT1
llevara a la re-expresion de estos genes silereieolo implicaciones potenciales para
el desarrollo de tumores (Pruitt y col., 2006).dPeor otro lado, hay estudios donde
ratones transgénicos de SIRT1 desarrollan tumaseghando un papel promotor de
tumores a la enzima. Esto podria deberse a laeldaamn, y por tanto inactivacion,
de p53. (Chung y col., 2010).

- Autofagia: asociado a la regulacion negativa de mTOR pde e sirtuinas.
El resveratrol reduce la actividad de mTOR de uremera sirtuina-dependiente.
Ademas, se ha descrito que SIRT1 desacetila Atgdp/ & Atg 8 (pro-autofagicos).
La ruta SIRT1-LKB1-AMPK debe estar muy involucrada la regulacion de la
autofagia (Wang y col., 2011).

5.1. Polifenoles como activadores de sirtuinas

Hay numerosos estudios que muestran como el aurdenpmlifenoles en la
dieta protege frente a enfermedades neurodegerasati cardiovasculares,
inflamatorias y metabdlicas, ademas de tener urelpalgo mas cuestionado en
algunos canceres, todo ello aumentando la actiddadcetilasa de sirtuina 1.

El resveratrol fue el primer compuesto polifendlael que se demostré que
activaba SIRT1 (Baur y Sinclair, 2006). Ademas, hagnerosos estudios que indican
el papel de los polifenoles en numerosas patologitiavés de sirtuinas. Por citar
algun caso, estan la quercetina o curcumina qubiéanactivan SIRT1 de mamifero
aungue en menor medida en comparacion con resM@avis y col., 2009, Sun y
col.,, 2014). Sin embargo no todos los polifenolesvan sirtuinasin vivo. Se ha
encontrado que algunos de ellos (como el epigaqoat galato y la quercetina)
generan catabolitos que no activan, o incluso puedebir, a SIRT1(de Boer y col.,
2006).

Actualmente se han descrito humerosos compuestivadares de SIRT1 en
mamiferos, siendo la mayoria analogos de resver@muizas el activador mas potente
es SRT1720, que es 800-1000 veces mas eficaz queeseeratrol aunque
constantemente aparecen nuevas moléculas derigatieadoras de sirtuinas (Bemis
y col., 2009, Mellini y col., 2014).

Es importante sefialar que no todos los efectosfibms®s de los polifenoles
derivan de su interaccidén con sirtuinas. En estdgela actividad del resveratrol ha
sido la mas discutida, demostrandose que no estivador especifico de SIRT1. El
resveratrol tiene muchas actividades biologicagpeddientes de sirtuinas (Beher y
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col., 2009). Incluso hay autores que afirman quefsato sobre SIRT1 puede no ser
directo, sino, por ejemplo, derivado de la activacie AMPK (Park y col., 2007).
Ademas muchos de los analogos que han ido apatlecieemo SRT1720, SRT2183,
SRT1460 no son especificos para la activacioniidéS(Pacholec y col., 2010).

Por lo tanto, el conocimiento o desarrollo de uivador exclusivo de sirtuinas,
ya sea 0 no un polifenol, es crucial para enteateapel de estas enzimas en la funcion
celular y la posterior aplicacion de esos activad@n el tratamiento de patologias.

5.2. Relacion sirtuinas/AMPK/autofagia

La autofagia es un proceso de mantenimiento cekil@mente conservado.
Descrito inicialmente en levaduras en condicioresedtriccion nutricional (Takeshige y
col., 1992, Huang y Klionsky, 2002), opera tamb@&mn eucariotas superiores (Kim y
Klionsky, 2000, Fimia y Piacentini, 2010). Ademé&s tgner una funcion béasica en la
eliminacién y reciclaje de componentes dafiadog)etien papel fundamental en
situaciones de dafios causados por agentes agresnai®gyenos o ambientales, y por
patogenos. En estas circunstancias, aumenta enemeria cantidad de moléculas y
elementos celulares dafados, y una adecuada retroEclos mismos es critica para la
recuperacion de la homeostasis celular. En estidsersi la autofagia no funciona
adecuadamente, este defecto contribuye a la aracidfin de los procesos inflamatorios.
El gran interés que se estd prestando a la audofagihumanos en los Ultimos afos
deriva de la relacién entre alteraciones de lafagi® y diversas enfermedades, como
enfermedades degenerativas (Cheung y Ip, 2011¢rmeatlad inflamatoria intestinal
(Huett y col., 2010) y muchos tipos de cancer (€o,e2004, Morselli y col., 2009).

El proceso se inicia cuando el material que va @asscartado es rodeado por una
membrana, ocasionando la formacion del denominatidfaagosoma. Dicho organulo se
fusiona con un lisosoma, formandose un autolisosdraa enzimas hidroliticas del
lisosoma degradan el contenido del autolisosomi@syconstituyentes basicos de los
elementos degradados se liberan al citosol paracstlaje (Yang y Klionsky, 2009). En
levaduras se han descrito mas de 30 genes reldosman la autofagia (denominados
con el acronimATG) (Klionsky y col., 2003). Entre las proteinas Altbgy dos sistemas
ubiquitin-like que son necesarios para un funcionamiento cormetta dinamica de
membranas a lo largo del proceso (Yang y Klionsky10): el sistema Atgl2 y el
sistema LC3 rpicrotubule-associated proteina 1 light chainLa forma de
LC3:conjugada con fosfatidiletanolamina (PE) seod@na LC3-Il, y se localiza en la
membrana del autofagosoma. Puesto que LC3-1l emancador de la formacién de
autofagosomas, su monitorizacion es uno de losduostmas usados para la deteccion y
seguimiento de la autofagia (Klionsky y col., 2Q0Bhtre las restantes proteinas Atg,
hay que destacar Atgl y Atg6. Los complejos fornsador Atgl controlan las fases
iniciales de la formacion del fagosoma, y estamlestps negativamente por la proteina
TOR (target of rapamycin), sobre la que se habls adlante. La proteina Atg6 recibe
el nombre Beclinl (Bcl-2nteracting coiled-coil protein len mamiferos (Funderburk y
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col.,, 2010). Esta proteina forma complejos que rotart la produccién de sefales
derivadas de fosfoinositoles, que facilitan el emsdaje del fagosoma incipiente, y que
son regulados de forma negativa por proteinaspantaticas de la familia Bcl-2 (Wei y
col., 2008). Un esquema del proceso de la autofagiyendo a las distintas proteinas
Atg, se muestra en Eigura 4.

Via Akt

..@ pAMPK AMPK

ESTRES
ACTIVATION DE
LA AUTOFAGIA | . \ ‘

- — lisosoma
- PE Degradac.iéln .dellj contenido
@) constiuyentes basicos
]
t
S
Sistema Atg12 Sistema LC3

Figura 4. Representacion esquematica de la autofagia enifetasm También se muestran
algunos elementos claves de la regulacion: la \Wg AMPK, mTOR, Bcl-2 y sirtuinas (SIRT). Las
interacciones positivas se muestran como flechasnteracciones negativas como lineas truncadas

La proteina TORTarget of Rapamyc)res una protein-quinasa que representa el
punto de convergencia de varias vias, y que sadayasel principal regulador negativo
de la autofagia (Jung y col., 2009). En mamifenoEOR integra sefales que inhiben la
autofagia a través de la via PKB (clase | fosfatiositol 3-quinasa-protein-quinasa B),
también conocida como via Akt (Inoki y col., 200Rpr otro lado, en mTOR convergen
también otras vias activadoras de la autofagiapdasidependientes de la activacion de
la AMPK (AMP-dependent kinage

La AMPK es un punto clave en la regulacion del dgistanergético celular. Se
activa por fosforilacion, realizada por la protegnanasa LKB1 o por otras quinasas. La
AMPK activa (pPAMPK) inhibe mTOR (Shaw, 2009), y,rganto, activa la autofagia.

La actividad deacetiladora de las sirtuinas aumeatactividad de LKB1 (Lan y
col., 2008), contribuyendo a que aumente la cantilapAMPK. Por otro lado, pAMPK
aumenta la actividad de SIRT1, por lo que exista astrecha interconexion entre
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autofagia, AMPK y sirtuinas. Ademas, la dependedeiaNAD" que tienen todas las
sirtuinas establece una conexién entre su actiwdedestado energético celular, y las
convierte en elementos claves en la adecuaciomdtbolismo al estado redox de la
célula.

6. CAENORHABDITIS ELEGANS

En nuestras investigaciones hemos utilizado Caekkgomo modelo para probar
el efecto de polifenoles y su relacidén con lasuids. La puesta a punto de las técnicas
con el nematodo se ha realizado gracias a colabaesc con el Departamento de
Biologia Molecular e Ingenieria Bioquimica de laikgmsidad Pablo de Olavide y con la
empresa biotecnologica Bionaturis.

Se trata de un modelo muy extendido en investigasiogenéticas dada la
posibilidad de crear mutantes con relativa faciidan farmacologia su uso no estaba
muy extendido aunque en los ultimos afios ha toncatto interés en la busqueda de
nuevos farmacos (Artal-Sanz y col., 2006). Y essprevarias las ventajas que el uso de
este modelo puede aportar frente al uso de ottadiesin vivo como roedores. A modo
de resumen pueden encontrarse algunas de ellagabla 7.

Tabla 7. Comparativa entre modeio vivo usando rata/ratén frenteCa elegans

Rata / Ratén C. elegans
n < 20 por grupo > 100
Precio mutante Ejemplo: > 50€ 1 ratén IL-10 <10 € cepa
Cantidad compuestc Gramos Miligramos
Administracion Sonda oral, en dieta, en agui En el medio
Tiempo Varias semanas 0 meses Varios dias o semanas

6.1. Caracteristicas biologicas

Caenorhabditis elegans antiguamente llamaddRhabditis elegans es un
nematodo redondo, no parasito, de vida libre, gque nmormalmente en el suelo, en todo
el intervalo de temperatura de las regiones deldmualimentado de microorganismos
como bacterias y hongos. Para su cultivo necesitaambiente humedo, oxigeno
atmosférico y una temperatura ambiental entre 5% y una fuente de alimento,
generalment&scherichia coli

A pesar de su sencilla anatomia, el animal muestragran repertorio de

comportamiento, incluyendo la locomocién, alimeiitacdefecacion, puesta de huevos,
formacion larvas, y respuestas sensoriales al,tettolfato, el gusto y la temperatura,
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ademas de algunos comportamientos complejos comoeapiento masculino, el

comportamiento social, y el aprendizaje (de Bor)32 Rankin, 2002). Los adultos
tienen solamente alrededor de 1 mm de longitud yGde diametro con un cuerpo
transparente facilita su manipulacion y observacisiempre bajo un microscopio

confocal. C. elegans también pueden soportar leasdtondiciones ambientales por el
cambio a una etapa denominada larva dauer que goédevivir cuatro a ocho veces la
vida util de 3 semanas normal (Cassada y Rus$a1h)1

Goénada
distal

Faringe

Intestin

Génoda
proximal

©WormAtlas

Figura 5. Fotografia y representacion esquematica del ougef. elegans

Es hermafrodita autofertilizante, aunque tambiéstexa forma de macho, lo que
hace posible cultivarlo en el laboratorio en grandentidades, tanto en medio liquido
como en placas de agar. La capacidad reproductvalta generando numerosos
descendientes en poco tiempo, por lo que el codedhs generaciones es clave sobre
todo en experimentos relacionados con la longevidadciclo de vida completo se
completa en 3 diagigura 6).

El tamano del genoma d& elegangs de 97 millones de pares de bases, unas 20
veces mas grande que elklecoliy aproximadamente un 1/30 del humano. Consta de 6
cromosomas con un total de unos 20.000 genes. IFu@reer organismo multicelular
para el que fue completamente secuenciado su geroni®98 (totalmente completado
en el 2000). Se pueden obtener mutantes facilmgmtemutagénesis quimica o la
exposicion a la radiacion ionizante (Anderson, 198%gensen y Mango, 2002). Las
cepas se pueden mantener congeladas durante pengodos de tiempo.

6.2. Ciclo de vida

Una de las ventajas d& eleganses que tiene un corto ciclo de vida aunque es
importante sefialar que la duracion del mismo degrénde la temperatura ambiental.
Desde huevo a un adulto capaz de producir mas Busmuscurren 3,5 dias a 20 °C, con
un intervalo que oscila entre 2,5 dias a 25 °Cahagtias a 15 °C (Byerly y col., 1976).
La puesta de huevos se produce a lo largo de undpede 4 dias y cesa alrededor del
quinto dias.

El promedio de vida varia con la temperatura. Sedsarito una longevidad de 9
dias a 25,5 °C y de 35 dias a 10 °C) (Gems y Ri&fle0). Se ha observado que
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reduciendo la concentracion de bacterias se puedarda longevidad de 16 a 26 dias
(20 °C), a la vez que se reduce el periodo de thdad y el tamafio de la camada
(Cypser y col., 2013).Tras la embriogénesis (peridelsde la fertilizacion a la puesta de
huevos) se genera el primer estadio larvario (E@) una estructura general similar al
adulto, aunque mas pequefio (2@ de longitud). El desarrollo post-embrionario
implica el crecimiento a través de 4 estados lavsafdesde L1 a L4) antes de que la
muda final produzca el adulto. A 20 °C la embriagdn dura 14 h, y los estados
larvarios se van sucediendo en las siguientes horas

Adulto
7 iy’
8 /

Joven adulto

10 he / Q
/‘ larva L4 o
—
W Desarrollo (‘ )

embrionario %
\ 14 hr
8 hr larva Dauer @
/

larva L3 \3 hr

‘A — Pre Dauer

a hr
Y, = —\/ larva L1

larva L2

Figura 6. Esquema del ciclo de vida @e elegans

La concurrencia de ausencia de alimento y una dadsipoblacional
suficientemente alta a temperatura de 20 °C conalueceestado alternativo, denominado
dauer, formado en la segunda muda, que es morfologicemeistinto de la larva
desarrollada en buenas condiciones. Presenta ticalawistinta y su orificio oral esta
cerrado por un tapon interno con la su faringeaagtilada de forma que no realiza
bombeo. El gusano en estadauer esta especializado para sobrevivir en condiciones
adversas, como desecacion. Puede permanecer valie meses y cuando el alimento
comienza a estar disponible, muda para llegar\a lanrmal L4 (Cassada y Russell,
1975).

6.3 Sexo

Existen dos formas sexuales, macho y hermafrodiendo esta ultima la
predominante. Los hermafroditas producen espermgogitos y pueden reproducirse
por autofertilizacion, sin apareamiento. El machmdpce solo esperma y para
reproducirse debe aparearse con un hermafrodigpuBe del apareamiento, el esperma
del macho compite con el propio esperma del heodaé en la fertilizacion de los
ovocitos y la mayoria de la progenie es luego tadalde la fertilizacion cruzada. Un
hermafrodita simple produce aproximadamente unaggmie de 300 individuos
hermafroditas por autofertilizacién, mientras gaddrtilizacion cruzada puede producir
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méas de 1000 gusanos machos y hermafroditas en rpiopes iguales. La
autofertilizaciéon conduce a homocigocidad de algims lo tanto gusanos individuales
que pueden considerarse genéticamente idénticoséHg Pilgrim, 1999).

6.4. Anatomia

El gusano hermafrodita adulto posee 959 nicleaslidas somaticas, 302 de las
cuales son nerviosas. El nimero de células sorsaésaalgo menor que el de los
nucleos, ya que algunas células son multinucledtiagusano masculino adulto, por su
parte, posee 1031 células y cuenta con 79 céludmgiosas extra en relacion al
hermafrodita, pudiendo estar la diferencia en slesia nervioso entre ambos sexos
relacionada con el comportamiento sexual.

Ambos sexos tienen la misma anatomia general ydedamafio similar, con el
macho adulto ligeramente mas pequefio y delgadelduermafrodita. La boca esta en la
punta de la cabeza, mientras que el ano del hevditry la cloaca del macho son
ventrales en el extremo posterior. En contrastea ssiinple punta de la cola del
hermafrodita, la cola del macho es una estructiat@oeada con musculatura compleja y
nervios asociados necesarios para el apareamieatdistincion entre ambos sexos se
realiza en base a las diferencias en la cola.

La hipodermis, que segrega la cuticula, se compame serie de anillos
concéntricos de cinco células sincitiales mas pemgieen la cabeza, y tres
mononucleadas y una célula sincitial en la cola.

Las células del sistema nervioso se organizan £mdoglios en la cabeza y la
cola. La mayoria de neuronas @eelegansse encuentran en la cabeza alrededor de la
faringe. En el cuerpo, una fila continua de lospas celulares de las neuronas recorre el
organismo. Ademas, hay dos pequefios ganglios mosteren los lados, asi como
algunas neuronas dispersas a lo largo del cuerpaisEema nervioso coordina el
comportamiento rutinario y responde a estimulosioaesbientales

Las neuronas Yy la hipodermis se separan de la itatisicupor una lamina basal
delgada. Las células musculares de la pared dgd@sen estriadas dispuestas a lo largo
de toda la longitud del nematodo. En la faringesdddor de la vulva, el intestino y el
recto hay musculos no estriados.

El sistema digestivo consta de una faringe y ugstirio, que se extiende desde la
cabeza hasta la cola y se observa sin dificultadiedoscopio por la transparencia del
animal. La faringe esta compuesta de 20 célulaguares, 20 células nerviosas y 18
células epiteliales y estad encerrada en una membyase. A través de contracciones
musculares coordinadas, la faringe es la respamséblla ingestion de bacterias. El
intestino es un tubo grueso de estructura aparemtensencilla, con 20 células simples
organizadas en 9 anillos. Cuatro células situadda parte ventral conforman el sistema
excretor, con funciones en la osmorregulacion gniekcion de residuos. El sistema
excretor se abre al exterior a través del poroedac(Kenyon, 1988).

6.5. Caenorhabditis elegam®mo organismo modelo en estudios con polifenoles.
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En los ultimos afios, diversos grupos de investiahan comenzado a utilizar el
nematodoC. eleganscomo organismo modelo para desarrollar estudiosivo con
distintos fitoquimicos. Como ya se ha visto, sdatrde un modelo con mdultiples
posibilidades, que ofrece una serie de ventajgecss a otros modelos animales. Es el
animal multicelular mejor caracterizado a nivel @aico, embriolégico, neurobiolégico
y celular. Su facil manejo, su bajo coste y suocd¢ vida corto permiten la rapidez y
facilidad de trabajo de un microorganismo, pero le@nventajas de un modelo animal
real.

En la actualidad existe un creciente interés padien el conocimiento de las
actividades y mecanismos de accion de los commuesidendlicos. Sin embargo, los
estudios llevados a cabo con este fin en el mo@elelegansson escasos, y se
relacionan basicamente con la influencia de losfgmalles sobre longevidad y
resistencia al estrés oxidativo, aunque generakm&int profundizar demasiado en los
mecanismos moleculares (Saul y col., 2011, Chesl.y2013, Guha y col., 2014).

Sirtuinas deC. elegans

C. elegansposee 4 sirtuinas, sir2.1, sir2.2, sir2.3 y sjr2gbas con gran
similitud de secuencia con las sirtuinas de maosféFrye, 2000). En l&abla 8 se
puede ver la homologia de estas sirtuinas corelasamniferos.

Tabla 8. Diversidad de proteinas SIR2 €nelegans su homologia con sirtuinas de mamiferos.

Variante SIR-2 Funcion Sustratos Homologia

SIR-2.1 Longevidad, regulacion  Histonas SIRT1
cromatina, proteccién
neurodegeneracion.

SIR-2.2 Estabilidad genoma, ? SIRT4
proteccién frente a
neurodegeneracion

SIR-2.3 ? ? SIRT4

SIR-2.4 ? ? SIRT6

Hasta el momento, se sabe relativamente poco aderdas funciones de las
sirtuinas deC. elegansLa gran mayoria de los estudios se han centnad papel de
SIR-2.1 que es la mas cercana evolutivamente alStiRTmamiferos, ambas nucleares.
El gran interés en esta sirtuina en concreto radicda relacion que presenta con
mecanismos relacionados con la longevidad (TissenbaGuarente, 2001, Hashimoto
y col., 2010). Se ha propuesto que SIR2.1 produgeceemento de la longevidad a
través de vias dependiente de DAF-16 (ortdlogoadeploteinas FOXO) y mediante
mecanismos relacionados con la restriccion calgfléssenbaum y Guarente, 2001,
Wang y Tissenbaum, 2006, Mouchiroud y col., 204demas se le han descrito
funciones relacionadas con la neuroproteccion @atml., 2006, Bizat y col., 2010).
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SIR-2.2 and SIR-2.3 se han caracterizado como lagaél de SIRT4 de
mamiferos y se cree que se encuentran principadneenta mitocondria. Ninguna de las
dos ha mostrado efectos relacionados con la lodgdviDe igual manera tampoco se
han visto efectos relacionados con la longevidasobreexpresar SIR-2.4, que es la
evolutivamente més cercana a SIRT6 (Tissenbaum aredte, 2001, Mair y col.,
2009).
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Objetivos

El estudio de productos naturales continla siento parte importante en la
investigacidon de nuevos compuestos que puedatuglar al desarrollo de farmacos.
De entre todos los fitoquimicos, los polifenolepresentan uno de los grupos mas
estudiados, con una amplia variedad de propiedaudayendo efectos antioxidantes,
antiinflamatorios y antitumorales, que los hacencegnpuestos potencialmente Utiles
en el tratamiento de enfermedades de indole inflzima como la enfermedad
inflamatoria intestinal (Ell), asi como en la preg®n del cancer colorrectal.

El objetivo general de esta Tesis Doctoral es waalal potencial de los
polifenoles como activadores de sirtuinas, asi clasactividades bioldgicas derivadas
de estos mecanismos, en modelos celulares y asimabeluyendo modelos
experimentales de Ell y el nematoQaenorhabditis el egans

Este trabajo se ha centrado en los siguientesiaiget

1. Evaluar el efecto del resveratrol y la quercetas,como de extractos ricos en
polifenoles, tales como un extracto de hojas degmanun extracto de hojas de
uva sobre la expresion de sirtuina 1en una lingzonitaria de leucemia aguda
humana (THP-1) y una linea de adenocarcinoma @& ¢almano (HT-29).

2. Valorar la capacidad antiinflamatoria de los poldkes puros y los extractos en
una linea monocitaria de leucemia aguda humanaftmranada a macrofago
(THP-1), cuantificando la produccion de la citocii&lF-o, asi como la
actividad citotoxica sobre las lineas celulares29Ty THP-1.

3. Investigar los cambios progresivos que se prodecela mucosa intestinal de
ratones deficientes en interleucina 10, que cotieehpo pueden desarrollar
displasia y cancer de colon, analizando marcadates inflamacion y
carcinogenesis, asi como la expresion de sirtyiteasctivacion de la autofagia.

4. Valorar el potencial farmacolégico de un extractohtjas de mango mediante
un modelo de colitis ulcerosa aguda inducida patrdeo sulfato sédico (DSS)
y conocer los mecanismos relacionados con su datlyievaluando su efecto
sobre ciertos parametros inflamatorios, que inglugs citocinas TNkt e IL-6
y la enzima COX-2, asi como sobre la expresionirtigirsas y la activacion de
la cinasa AMPK.

5. Profundizar en el estudio de los efectos de logguulles como reguladores de
sirtuinas, mediante el modelo basad@aanorhabditis elegans, evaluando:

5.1. El efecto de resveratrol en la acumulaciotrigécéridos en el nematodo y
la participacion de sirtuinas.
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5.2. El efecto del extracto de hojas de mango stdtengevidad del nematodo,
y parametros relacionados con el tamafio corporal ypombeo faringeo,
investigando nuevamente el papel de sirtuinastes efectos.
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Objectives

The study of natural products remains today one of the most promising fields for
the discovery of new compounds that may lead to drugs development. Polyphenols are
one of the most studied groups, due to their role as antioxidant, antiinflammatory and
antitumoral compounds. For this reason, they may be effective therapeutic agents for the
treatment of inflammatory pathologies such as inflammatory bowel disease (IBD) and
for colon cancer prevention.

The overal objective of this study is to investigate the role of polyphenols as
sirtuin activators, and the biological activities derived from this activation, in both
cellular cultures and animal models, including IBD models and the worm
Caenhorhabditis elegans.

Thiswork has been focused on the following specific objectives:

1. To evauate the effect of resveratrol and quercetin, as well as extracts rich in
polyphenols, such as mango leaf and grape leaf extracts on the expression of
sirtuin 1 in a human acute leukemia monocytic cell line (THP-1) and a human
adenocarcinoma colon cell line (HT-29).

2. To evauate the anti-inflammatory activity of pure polyphenol and extracts on a
human acute leukemia monocytic cell line transformed into macrophages (THP-
1) by quantifying TNF-o production, as well as their cytotoxic activity on the
THP-1 and HT-29 cell lines.

3. To investigate the progressive changes that occur in the intestinal mucosa of
interleukin-10-deficient mice , which, with age, may develop dysplasia and
adenocarcinoma, analyzing inflammatory and tumor biomarkers as well as
sirtuin 1 expression and autophagy activation.

4. To assess the therapeutic potential of a mango leaf extract according to an
anima model of acute ulcerative colitis induced by dextran sodium sulfate
(DSS) and to understand the mechanisms associated with the activity of extract,
evauating its effects on inflammatory parameters, including the cytokines
tumour necrosis factor alpha (TNF-o) and interleukin 6 (IL-6) and
cyclooxygenase-2 (COX-2) enzyme, as well as sirtuin lexpression and AMPK
activation.

5. To further study the effects of polyphenols as regulators of sirtuins, using the
Caenorhabditis elegans model, evaluating:

5.1. The effect of resveratrol on triglyceride accumulation in the nematode and
the participation of sirtuins.

5.2. The effect of the mango leaf extract on the nematode lifespan, as well as on
parameters related to the body size and pharyngeal pumping, investigating the
role of sirtuinsin these actions.
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Materiales y métodos

1. MATERIAL BIOLOGICO
1.1. Lineas Celulares
1.1.1. Linea celular de adenocarcinoma de coloralnoemHT-29

Esta linea celular se obtuvo de |&ufopean Collection of Cell Cultures’
(ECACC). Las células fueron incubadas a 37 °C g banosfera con un 5% de €@
alta humedad, en medio McCoy’s 5A sin L-GlutamiR&A, Austria), suplementado
con 10% de suero fetal bovino (PAA) y 100 U/l deniedina/Estreptomicina (PAA).
Esta linea celular crece adherida a la superfi@s.células individuales se obtuvieron
mediante un tratamiento con tripsina-EDTA (PAAn{tutos, 37 °C).

1.1.2. Linea celular monocitaria de leucemia agudaana, THP-1

La linea celular THP-1 fue cedida por el profesoan€isco Muriana del
Instituto de la Grasa (Consejo Superior de Invastanes Cientificas, Sevilla). Las
células se incubaron a 37 °C, y bajo atmésferaucnb% de CQy alta humedad, en
medio RPMI 1640 con L-Glutamina 2 mM y HEPES 25 n{@ibco, USA),
suplementado con 10% de suero fetal bovino (PAA) 190 U/l de
Penicilina/Estreptomicina (PAA). Estas células sé#ivaron en estado monocitario,
presentando un crecimiento en suspension, o sgisdudiferenciacion a macréfagos
con forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) a QuR durante 72 h, convirtiendose en
células adherentes. Esta linea no requiere seinidpda.

1.2. Animales de experimentacion
1.2.1. Ratones C57BL/6

Las experiencias se realizaron de acuerdo con laas@nstitucionales de la
Union Europea relativas al cuidado y uso de anisndke laboratorio (Directiva del
Consejo de Europa 86/609/CEE) y fueron revisadas gboComité Etico de la
Universidad de Sevilla.

Para los experimentos basados en ratones que aksainflamacion cronica
gue puede derivar a cancer de colon se utilizaatimes macho de la cepa C57BL/6 de
4 semanas de edad suministrados por los laboratGharles River (Barcelona), donde
fueron mantenidos en un ambiente libre de patégdu@nte las 4 primeras semanas de
vida. Se dispuso de dos tipos de ratones, losssib& que sirvieron como control, y los
ratones KO para la interleucina 10 (IL-1{.

Del mismo modo, se emplearon ratones C57BL/6 dartamas de edad, con un
peso de 20 gramos aproximadamente, para el modeloolitis producida por la
administracion de dextrano sulfato sédico (DDSgkagua de bebida. En este caso los
animales fueron suministrados por los laboratalesrier.
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En todos los casos, los animales fueron recibidosealojados en las
instalaciones de la Facultad de Farmacia de laddgsidad de Sevilla, y se mantuvieron
en condiciones estandares de estabulacion a 2&2%dte horas de luz al dia y
alimentacion controlada.

1.2.2.Caenorhabditis el egans

El nematodo, asi como las distintas cepas mutameeadas del mismo, fueron
cedidas por el Doctor Manuel Mufioz Ruiz, del Degragnto de Biologia Molecular e
Ingenieria Bioquimica de la Universidad Pablo davidle.

2. ESTUDIOSIN VITRO
2.1. Sustancias ensayadas

En los experimentos realizadas vitro se ensayaron distintos polifenoles
adquiridos comercialmente, como el resveratroli@igUSA) o la quercetina (Sigma,
USA). Ademas, se evaluaron dos extractos naturalasjnistrados por la empresa
espafola Polifenoles Naturales (Polinat, Las P3tmas extracto de hojas de mango
con que contenia un 60% de manguiferina, y un extide hojas de uva con mas de un
90% de dehidroquercetina.

Estas sustancias se ensayaron a diferentes cmawenes, calculadas en
términos de molaridad para los compuestos purasmitigramos por mililitro para los
extractos. La concentracion mas alta estudiadaaercélulas fue de 100 uM o 100
pg/mL. Los compuestos se disolvieron en dimetifsutfo (DMSO), asegurando en
todos los casos que la concentracion final de distdvente en los medios de cultivo
fuese inferior al 0.1%.

2.2. Citotoxicidad mediante el ensayo de la sutfarmina B

La citotoxicidad se determiné sobre las distinitasds celulares, mediante la adicidén de
sulforodamina B (SRB) (Skehan y col., 1990) grai@da capacidad de este compuesto
de unirse a las proteinas de células vivas. Sépdet 5,000 células/pocillo (10,000
células/pocillo en caso de la linea THP-1) semlzramaplacas NUNC estériles de 96
pocillos, a las que se adicionaron diferentes auna@eiones de los productos. Esta
determinacion se realiz6 a 24, 48 y 72 horas. Transgo el tiempo de incubacién, las
células se fijaron con acido tricloroacético (TGA)50% v/v a 4 °C. Tras una hora de
incubacion, las placas se lavaron 5 veces con @gsianizada, se adicionaron 100 pL
de SRB (0.4% p/v) en una solucién de acido acéict% v/v, y se incubaron 30
minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Rastenmte, se lavaron de nuevo 5
veces con acido acético al 1% v/v y se dejaronrs@eas minutos antes de afadir
tampén Tris Base 10 mM, para finalmente medir laodiiancia a 492 nm con un
espectrofotometro Labsystems Multiskan EX. Losultados se expresan segun el
indice de inhibicién 50 (I63), que se define como la dosis que produce la kit
50% de las células en cultivo en un tiempo deteadon
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2.3. Expresion de proteinas mediavestern Blot

La expresion de SIRT1 se determindé empleandonasdi celulares THP-1 y HT-
29. Para estos estudios se evaluaron polifenokes momo resveratrol y quercetina, asi
como un extracto de hojas de mango y otro de ligas/a.

Para la linea HT-29 se sembrarof t6lulas por pocillo, en un volumen final de
2 mL, en placas estériles NUNC de 6 pocillos. Elinlea THP-1 se siguié un protocolo
similar, sembrando, en este caso, 5 X Ionocitos por pocillo. Tras 24 horas de
crecimiento, ambas lineas celulares se trataronla®mrorrespondientes tratamientos
(resveratrol y quercetina: 50 uM; extractos de lgamango y uva: 100 ug/mL) o el
vehiculo, durante 24 horas. A continuacion, sedati medio y las células se lavaron
dos veces con tampoén fosfato sddico (PBS) frio.eEnaso de HT-29, se afiadi6 a
continuacion 1 mL de PBS a cada pocillo y las eéligle separaron de la superficie a la
que estaban adheridas mediante un raspador. Este plaso no fue necesario para las
células THP-1. En ambas lineas, las células fueromlectadas mediante centrifugacion
(3759, 3 minutos, 4 °C) y resuspendidas en 50 pL danmpdn de lisis frio compuesto
por: Tris HCI (50 mM pH 7.5), MgGI(8 mM), acido etilen glicol-bisB¢aminoetiléter)
tetracético (EGTA, )5 mM, acido etilendiaminotettaco (EDTA, 0.5 mM), leupeptina
(0.01 mg/mL), pepstatina (0.01 mg/mL), aprotini@0L mg/mL), fenilmetil sulfonil
fluoruro (PMSF, 1 mM) y NaCl ()250 mM. Seguidamen#s muestras se sonicaron en
un bafo a 4 °C durante 15 minutos y se centrifugdeonuevo (378, 5 minutos, 4 °C)
para eliminar los restos membranosos. La concedtrae proteinas en el sobrenadante
se determind por el método de Bradford (Bradfof¥,6), empleandg@-globulina como
estandar. El volumen de homogeneizado correspaed@rb0 pg de proteinas se
mezcl6 con el volumen necesario del reactivo derimak (glicerol 10%, SDSdodecyl
sulfate polyacrylamide) 10%, azul de bromofenol 0.02% pymercaptoetanol 2%, en
tampon Tris 1 M pH 6.8). Se desnaturalizaron lastginas mediante incubacion
durante 10 minutos en un termobloque a 100 °C.

Las proteinas se separaron mediante electroforesis condiciones
desnaturalizantes (SDS/PAGE), empleando gelesmtincos de acrilamida formados
por un gel de empaquetamiento (5%) y otro gel dmarseion (10%). El gel de
separacion contenia acrilamida al 10%, persulfatardonio (PSA, 0.1%), SDS (0.1%)
y N,N,N’,N’ tetrametil etilendiamina (TEMED, 0.08& en Tris-HCI (1 M pH 8.8). El
gel de empaquetamiento contenia acrilamida al 5%# Bl 0.1%, SDS al 0.1% y
TEMED al 0.1% en Tris-HCI 1 M pH 6.8. Las muestdasnaturalizadas se sometieron
a electroforesis en una cubeta Mini Protean® Teégth (Bio Rad, USA) a 60 voltios y
temperatura ambiente, con un tampon de electra$oEsnpuesto por Trizma base
0.3%, glicina 1.88% y SDS 20%. Se emplearon comadares de masa molecular
proteinas pre-tefildas de masa molecular conocidaR&d, USA).

A continuacién, las proteinas se transfirieron a omembrana de nitrocelulosa
(1.5 horas, 4 °C, 100 voltios, 0.35 amperios) emparato Mini Trans-Blot® Cell (Bio
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Rad, USA) con el tampdn correspondiente (Trizma 883%, glicina 1.88%, SDS 20%
y etanol 96° al 25%). La efectividad de la trarefieia se monitoriz6 mediante la
tincion de la membrana con Rojo Ponceau. Postegiaten se incubd la membrana
durante 2 horas con leche en polvo al 5% en salud® octilfenilpolietilenglicol
(Nonidet® NP-40, 0.5%) en PBS (pH 7.4) para bloquear lisnes no especificas.
Seguidamente, se incubo con el anticuerpo prin@oiclonal SIRT1 (Cell Signaling,
USA) a la dilucion 1:1000, en leche en polvo al Sirante toda la noche a 4 °C.

Tras sucesivos lavados en NP-40 y PBS pH 7.4, seeg@id a la incubacion,
durante 1.5 horas, con el anticuerpo secundarioddilen leche en polvo al 5%. El
anticuerpo secundario usado fue Goat Anti-rabbitGIgH + L) HRP conjugated
(Pierce, USA) a la dilucion 1:1000.

Para comprobar la misma carga de proteina en todogocillos, se analizo la
expresion dg-actina, una proteina constitutiva usando un aetpm anti-actina (Santa
Cruz Biotechnology, USA) que se detectd con elcaetipo secundario: Polyclonal
Goat Anti-mouse Ig G/HRP (DakoCytomation, USA).

Finalmente, el revelado de los complejos antigetiim@erpo se realiz6 mediante
un kit de revelado de quimioluminiscencia (Supem8igNVest Pico Chemiluminescent
Substrate) suministrado por Pierce (USA).

2.4. Produccion del factor de necrosis tumamalediante ELISA

El estudio de produccion de citocinas reguladoesedpuestas inflamatorias y
tumorales se realiz6 empleando la linea celular-IH#ferenciada a macréfagos desde
la forma monocitica. Para ello, se sembrarchc#lulas por pocillo en placas estériles
NUNC de 96 pocillos, que se trataron con PMA (0O\) udurante 72 horas a 37 °C,
para inducir su diferenciacion a macréfagos. A ioomtcion, las células se lavaron con
PBS estéril frio para eliminar los monocitos nmsfarmados y se afiadieron 100 pL de
medio completo (37 °C) junto con los compuestossa distintas concentraciones
(resveratrol y quercetina: 12.5, 25 y 50 uM; extrade hoja de mango y uva: 12.5, 25
y 50 pg/mL). Tras 1 hora de incubacion con los asesfos, los macrofagos se
estimularon con lipopolisacarido bacteriano (LP$)u@/mL) durante 24 horas. Los
sobrenadantes de los cultivos celulares, que ciamelas citocinas solubles, se
recolectaron y almacenaron a -40 °C hasta su asoudntificacion de TNk-se llevo a
cabo siguiendo las instrucciones del corresponelieibtomercial (Diaclone, Francia).

3. ESTUDIOSIN VIVO
3.1. Modelo murino de inflamacién cronica que deavcancer de colon

Para la realizacibn de este estudio se utilizaaminnes macho de la cepa
C57BL/6 de 4 semanas de edad que presentabaretadaetiel gen de IL-10, es decir,
ratones KO IL-10/. Estos animales, debido a esta modificacion gemétiesarrollan
de forma espontanea inflamacion colénica queossen controla, puede dar lugar al
desarrollo de procesos cancerosos en el colon.igsion se utilizaron ratones silvestres
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C57BL/6 para el grupo control. Los ratones fuesaministrados por los laboratorios
Charles River (Barcelona), donde fueron mantengtosn ambiente libre de patégenos
hasta las 4 semanas de edad. Una vez realojadasniosles en las condiciones
normales de estabulacion, comenzé el control exivaude los mismos. Con el fin de
evaluar la progresion del dafio en el colon a Igdade tiempo, los ratones se
examinaron a distintos tiempos, entre las 6 y Bisdmanas de edad. EI nUmero de
animales utilizado por cada grupo ha estado cordpmierentre 8 en el caso de los
animales sanos y 14 en los animales KO. Los angredesacrificaron mediante una
sobredosis de hidrato de cloral por via intrape&to.

3.1.1. Evaluacién macroscopica e histopatologica

Una vez sacrificados los animales, se extrajo kencen su totalidad, desde el
ciego hasta el ano, y se limpi6 el interior delmuoscon solucion salina fisiologica para
eliminar los residuos fecales. Seguidamente, seedié a valorar el peso y la longitud
del colon como indicadores de la gravedad y lansxd® de la respuesta inflamatoria en
la colitis. A continuacion, el colon fue abiertmptudinalmente, tomandose muestras
para su estudio histolégico y el resto del tejide fcongelado en nitrégeno liquido para
los posteriores analisis bioquimicos.

Para el analisis histolégico del colon se sele@imm al azar 3 animales por
grupo. Secciones de aproximadamente 3 x 3 mm aerfijen formaldehido al 4%
durante 24 horas a 4 °C, para proceder a su detdtoim posterior en concentraciones
crecientes de etanol. Tras la etapa de deshidbatalds muestras se incluyeron en
parafina. Para ello, se introdujeron sucesivamentileno y en distintos bafios de
parafina a 60 °C para finalmente formar los blogreks moldes apropiados.

Se realizaron cortes de 5 um de grosor con un toit Leica Ultracut (Leica
Microsystems, Wetzlar, Alemania), se montaron sghboeaobjetos de vidrio y se
dejaron secar a 37 °C durante toda la noche. lcagoses se tifieron con hematoxilina y
eosina de acuerdo con los procedimientos estaratarlpa evaluacion histolégica de
dafio en el colon.

La gravedad de la colitis fue analizada por un lpgtd experimentado,
empleando una escala de 0 a 3, donde O corresondetejido normal, sin dafo; 1
corresponde a un tejido con infiltracion focal co#lulas inflamatorias incluyendo
leucocitos polimorfonucleares; 2 indica la pérdidalas glandulas, con infiltracion de
células inflamatorias y formacion de abscesos grtiptas; y 3 se refiere a ulceracion
de la mucosa (Okayasu y col., 2002).

Las neoplasias asociadas a la colitis se analizanamoscOpicamente y se
diagnosticaron como displasia de bajo o alto grat,acuerdo con los criterios
establecidos por Riddell y sus colaboradores (Rigdeol., 1983). La incidencia de la
lesion neoplasica se calculdé mediante el cocieetgatbnes portadores de lesiones
dividido por el niumero total de ratones.
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Las preparaciones fueron examinadas con un migaso@®Ilympus BH-2),
utilizdndose los objetivos de 4x, 10x, 20x y 40x. dBalisis de las imagenes fue
realizado utilizando una camara digital Kodak (08D Zoom) acoplada a un sistema de
andlisis de imégenes automético (Motic®Images 200ase 1.1, MicroOptic
Industrial Group CO., LTD; B1 Series System Micises), y posterior procesamiento
a través del programa informatico Adobe Photoshop® (Adobe Systems
Incorporated).

3.1.2. Evaluaciéon inmunohistoquimica

La valoracion de la expresion del antigeno nucdtlacélulas en proliferacion
(PCNA) vy el regulador de autofagia Beclin 1 se irgéalmediante el método de
estreptavidina-biotina-peroxidasa empleando urcdiercial (Kit Vectastain, Vector
Laboratories, Burlingame, CA). Secciones de 5 pnesfgsor se incubaron a 37 °C
durante una noche y a continuacion se sometieram groceso de recuperacion
antigénica en una olla a presién en tampoén cifpat®.0 durante 1 minuto, seguido de
un enfriamiento en el mismo tampdn durante 20 rmgmuPosteriormente, se inhibid la
actividad peroxidasa enddgena mediante un bafiopeodxido de hidrégeno y a
continuacion, las secciones se incubaron con spermal de caballo durante 20
minutos para reducir la tincion inespecifica.

Las muestras fueron incubadas con un anticuerpoochmmal de ratén anti-
PCNA (Dako Cytomation, Dinamarca) y policlonal admejo anti-Beclin 1 (Santa Cruz
Biotechnology, CA) a una dilucion 1:100 duranteada noche a 4 °C. Posteriormente,
los portaobjetos se incubaron con el anticuerpars#ario correspondiente y después
con el complejo estreptavidina-peroxidasa duraftenfutos a temperatura ambiente
(Kit Vectastain, Vector Laboratories, BurlingameA)C Finalmente, la actividad
enzimatica se revel6 con 3,3'-diaminobencidina (PDABas secciones se contratifieron
con hematoxilina para su observacion al microscopteo.

Se utilizaron secciones como control negativo, fgeeon tratadas de la misma
manera pero omitiendo el anticuerpo primario edigeci

El indice de proliferacion celular se determiné raeté la cuantificacion del
namero de células PCNA positivas entre al menosc2lflas de la lesion, expresado
como porcentaje.

3.1.3. Estudio de la expresiéon de proteinas mesli&edtern Blot

Los niveles de expresion de las proteinas LC3IAMPK se valoraron en las
muestras de tejido coldnico en los distintos tiesng® estudio.

Las muestras fueron procesadas por homogenizaciofriee con tampon de lisis
(descrito en la seccion 2.3). Los homogeneizadesofucentrifugados (12,004 15
minutos, 4 °C) y posteriormente, se recogio el exmdmlante, que se conservé a -80°C.
La concentracién de proteinas del homogeneizadddterminada aplicando el método
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colorimétrico de Bradford (RW.ERROR - Unable todfireference:263). La separacion
de las proteinas se llevd a cabo empleando gel&D@&epoliacril-amida al 10-12%,
segun el procedimiento descrito en el apartado A8.membranas fueron incubadas
con los anticuerpos primarios especificos: LC3B 1(DXP® Rabbit mAb (Cell
Signaling, USA) y Phospho-AMRK (Thrl72) (40H9) Rabbit mAb (Cell Signaling,
USA), a dilucién 1:1000, durante toda la noche°€4Al dia siguiente, tras sucesivos
lavados, se procedio a la incubacion con el anjpmusecundario 1000 Goat Anti-rabbit
lg G (H+ L) HRP conjugated (Pierce, USA) en difucl: y, finalmente, al revelado
de los complejos antigeno-anticuerpo mediante un de quimioluminiscencia
(SuperSigna West Fempto Chemiluminescent Substrate) sumidistiaor Pierce
(USA).

3.1.4. Extraccion de ARN

Una vez extraido el colon, éste se sumergio ensahacion deRNA later
(Quiagen, Holanda) para reducir al maximo la deapggxh del ARN. El tejido fue
congelado rapidamente en nitrégeno liquido y almade a -80°C hasta su uso. La
extraccion del ARN se realiz6 en un ambiente ldweARNasas y con todo el material
estéril. Las muestras de colon fueron homogenizadgasn mortero permaneciendo
congeladas en nitrogeno liquido durante todo etgmo. A continuacion, se procedio a
realizar la extraccion del ARN, a partir del tejiqulverizado, siguiendo las
indicaciones de un kit comercial (SV Total RNA Ewmn System, Promega). Se
afladieron 175 pL de tampdn de lisis por cada 3@entgjido, asi como 350 pL de un
tampon de dilucién y la mezcla se incub6 a 70 %@mte 3 minutos. Tras un proceso de
centrifugacion (12,00@, 10 minutos, 4 °C) se transfirio el sobrenadanten anuevo
tubo de microcentrifuga que se paso a través deektsllas propias del kit mediante
centrifugacion (12,000, 1 minuto, 4 °C). La muestra fue tratada con DA el fin
de eliminar la posible contaminacion con ADN. Fmnahte, el ARN extraido fue
resuspendido en agua libre de nucleasas.

La cuantificacion de las muestras (ug ARN/mL) ashco el grado de pureza se
llevd a cabo espectrofotométricamente a 260/280 @m el equipo Thermo
Scientific NanoDrop 2000.

3.1.5 Reaccidn de la transcriptasa inversa

La reaccion de la transcriptasa inversa es unactéemzimatica que permite la
obtencion de ADN complementario (ADNc) a partir deinplado de ARN extraido
(anteriormente descrito en el apartado 3.1.4) méglida accion de la enzima
transcriptasa inversa o retrotranscriptasa. El AlBNtenido es usado como molde para
generar multiples replicaciones mediante la reacei®cadena de la polimerasa (PCR),
tras la adicion derimers o cebadores disefiados para delimitar la regiantdees.
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La transcripcion inversa del ARN extraido se llead cabo con el kit
SuperScript™ First-Strand Synthesis System (Inggrg USA). Concretamente, se
retrotranscribieron 5 pg de ARN de cada una demasstras. En primer lugar, se
procedié a mezclar el volumen necesario para tdéosab g de ARN con 1 pL de los
desoxinucleétidos trifosfato (ANTPs) y 3 de random hexamers. Esta mezcla fue
completada con agua DEPC hasta un volumen fin&d0dgL y fue incubada en un
termociclador a 65 °C durante 5 minutos para lanaesalizacion del ARN.Tras esa
incubacion,el ARN se mantuvo en hielo durante 2utais. A continuacion, se incubo a
42 °C durante 50 minutos con una mezcla compueastéapenzima SuperScript 11, un
buffer de reacciéon, MggkP5mM DTT 0.1M y RNaseOUT (40Wl). Las proporciones
de los componentes de dicha mezcla se detallaa Eabla 9. La reaccion se detuvo
con un choque térmico a 70 ° C durante 15 minutos.

Tabla 9. Reactivos y volimenes para reaccion retrotransion inversa.

Componente Volumen para 1 reaccion
RT Buffer 10x 2uL
MgCl, 25mM 4uL
DTT 0,1M 2uL
RNaseOUT (40YiL) luL
SuperScript I RT luL

Una vez completada la retrotranscripcion, el ADNMteaido se mantuvo a -40
°C hasta su utilizacion.

3.1.6 Analisis de la expresion génica mediant@deceion en cadena de la polimerasa a
tiempo real

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, dgsiPolymerase Chain
Reaction) es una técnica de biologia molecular, desarrald 1986 por Kary Mullis,
gue permite obtener un gran namero de copias digagmento de ADN. El uso de
cebadores (pequefios fragmentos de ADN capaces dese ua secuencias
complementarias especificas) limita la region quarsplifica. La reaccion de PCR se
basa en un ciclo repetido de 3 pasos: 1) desniaac#in del ADN de doble cadena
(94-95 °C), 2) hibridacion del cebador en el extveespecifico 3' del ADN molde, 3)
elongacién o extension por accion de la ADN polesaren direccion 3 5’ (a 72 °C).

La PCR cuantitativa o a tiempo real permite cugnatifla cantidad de ADN
presente en la muestra original ademas de deteotaiempo real los productos de
amplificacion a medida que transcurren los cidesPCR. Para ello, se requiere el
empleo de fluorocromos no especificos o sondascém@s. En nuestro caso
empleamos el fluorocromo SYBR Green, que se inerea el ADN aumentando por
tanto, la emisién de fluorescencia a medida quepasando los ciclos. La deteccion de
la fluorescencia, por parte del termociclador ejpecpara este tipo de PCR, se realiza
en la fase de extension de la PCR a tiempo retd. laétodo permite cuantificar solo
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una secuencia por reaccion, pero tiene la vengjatitizar cebadores normales para su
realizacién y es mucho mas econdmico que el ussamhelas especificas.

La gPCR se llevé a cabo mediante el kit SYBRemix Ex Taq™ (TaKaRa Bio
Inc, Shiga, Japon) y 0,2 uM de cada conjunto dadeites. EI ADNc fue amplificado
mediante 40 ciclos, consistiendo cada uno de e@liosina desnaturalizaciéon a 90°C
durante 3-5 segundos, una hibridacién a 55-60 °nde 10-20 segundos, y una
extensién a 72 °C durante 6-15 segundos. Ademasp @aso previo al inicio de los
ciclos, se realizé una incubacion a 95°C con etléractivar la polimerasa presente en
el tubo de reaccion. Las secuencias de los cebadtiizados se muestran enliabla
10.

Tabla 10. Secuencias de oligonucledtidos utilizados contiaderes en los analisis de expresion génica
mediante PCR cuantitativa a tiempo real.

Gen diana | Secuencia Sentido 5’-3’ Secuencia Antideto 5'-3’

GAPDH AACGACCCCTTCATTGAC TCCACGACATACTCAGCAC

Sirtl TGCCTCCTGAAGGCTGGGATTACAT | GGTGGTGCAAACACTGCT@TIC
TNF-o GATCTCAAAGACAACCAACTAGTG CTCCAGCTGGAAGACTCCTCCCAG

La qPCR se llevo a cabo en el LightCycler® 480 Reaale PCR System
(Roche, Suiza), y los ciclos umbral (Ct) se detearon utilizando el software de
andlisis LightCycler® 480. Para normalizar los veso obtenidos, se utilizé
deshidrogenasa gliceraldehido-3-fosfato (GADPH) @ooontrol interno en cada
muestra. El analisis de los resultados se realimdleando el método de cuantificacion
relativa 2**“* (Livak T. D. Schmittgen, 2001) , donde:

ACt = Ct gen problema — Ct gen control
AAC =ACt situacion control (ratones sanos)AGt situacion problema (ratones KO).
3.2. Modelo murino de colitis ulcerosa aguda inda@or dextrano sulfato sodico

En este estudio se emplearon ratones macho apda@57BL/6, de 6 semanas
de edad, suministrados por los laboratorios Jan{fi@ancia), mantenidos en las
condiciones de estabulacion reglamentarias. Se dpgioducido un modelo de
inflamacién en el colon, basandose en los estupiesios que demuestran que la
administracion de DSS al 3% en el agua de bebidas aanimales durante 7 dias
consecutivos induce una colitis aguda manifestadalijprrea sanguinolenta, pérdida de
peso, acortamiento del colon, edema y ulceracida daicosa colonica acompafada de
una potente infiltracion neutrofilica (Perse A. &eR012) .

3.2.1. Sustancias ensayadas, dosis y via de adiradnis

En este modelo experimental se han utilizado eleragrol y un extracto de
hojas de mango, suministrado por la empresa Poliaatdosis empleadas, atendiendo
a la bibliografia consultada fueron:
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-Resveratrol: 50 mg/kg (Cui y col., 2010).
-Extracto de hoja de mango: 50 y 100 mg/kg (Margueal., 2010).

Todos los tratamientos se prepararon en forma sjgesgion extemporanea, en
agua. La administracion fue realizada via oral (AL1100 g de animal), una vez al dia
y siempre a primera hora de la mafiana.

3.2.2. Induccion de la colitis ulcerosa aguda

La inflamacién colonica se realizé siguiendo lantéa propuesta por Perse y
col. (2012). La colitis fue inducida en todos tasones salvo en el grupo control sano.
Los diferentes tratamientos fueron administrad@siainente por via oral, mediante
sonda intragastrica, y de manera simultanea a rtea tde DSS al 3% p/v (TbD
Consultancy, USA), a grupos de 10 animales cada luv® grupos que no recibieron
tratamiento fueron sondados con el vehiculo (aduegnte todo el experimento.

Los animales fueron pesados y examinados diarian@efibh de encontrar signos
clinicos de inflamacion en el colon. Al octavo dida animales fueron sacrificados
mediante dislocacion cervical y se extrajo el cotttn cada animal para el analisis
macroscopico, histolégico y bioquimico.

3.2.3. Evaluacién macroscopica e histopatoldgica

La extraccién de las muestras de colon asi comanslisis macroscopico e
histopatoldgico se realiz6 de manera analoga adarifa en el anterior modelo animal
(seccion 3.1.1). Se analiz6 la longitud y peso a#bn, asi como la inflamacion
microscoépica del tejido mediante la tincién con htaxilina y eosina.

Por otro lado, se llevé a cabo el analisis histicldglel moco colénico mediante
la tincion con azul alcian. El azul alcian con unandiciones de pH en torno a 2,4-2,6
tine de azul hidratos de carbono débilmente &acidoasio el acido hialurénico,
carbohidratos con acido sialico y mucosustancidsirdénte sulfatadas. En primer
lugar, los cortes histolégicos fueron desparafisadohidratados con una serie de
alcoholes de concentracién decreciente. Posteridanse procedié a su tincidén con
azul alcian pH 2.5 durante 30 minutos. Transcuresi® tiempo, las muestras se lavaron
con agua destilada durante 5 minutos y se sometenan proceso de deshidratacion
con alcoholes de concentracion creciente, acabesaileno. El &rea de las glandulas
teflidas con azul alcian fue analizada medianteisiansa informatico de captacién de
imagenes (Motic®Images 2000 release 1.1) acoplagdoraicroscopio 6ptico Olympus
BH-2.

3.2.4. Actividad de la enzima mieloperoxidasa

Los neutrdfilos estan implicados en una serie dmienes gastrointestinales
entre los que se incluye la colitis ulcerosa. Elasocitos migran a la zona inflamada
y se transforman en células secretoras de radididless de oxigeno y enzimas
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lisosomales, entre otros compuestos, originandeedacion tisular que provocara la
produccion del dafio en el tejido (Bjarnason y d®93) .

La determinacion de la actividad de la enzima mpefoxidasa (MPO), proteina
constitutiva de los neutrofilos, es un método \@lgara cuantificar el grado de
infiltracion leucocitaria inflamatoria. Esta enzimas liberada a los fluidos
extracelulares, donde oxida a haluros y tiociangtee forman los correspondientes
acidos hipohalurosos. Estos &cidos reaccionan s dustratos disponibles,
disminuyendo asi su reactividad y ademas, participa la génesis de potentes
oxidantes como las cloraminas.

Para la medida de esta actividad enzimatica sesajmétodo propuesto por
(Bradley y col., 1982)hasado en la oxidacion, dependiente g@Husado como
donador de hidrégeno, de un donador artificialldetenes, orto-dianisidina, con
produccion de un cromdgeno anaranjado cuya absuebse mide
espectrofotométricamente a 450 riAg(ra 7).

H.O

H,O J
Orto-dianisidina 22

> Compuesto Cromogeno
MPO

Figura 7. Reaccion enzimatica de la MPO sobre la orto-didimaien presencia de,6.

Para la realizacion de esta técnica, las muestrasrf homogeneizadas en
tampon fosfato potasico pH 7.4 y centrifugadasQ@0,g , 20 minutos, 4 °C). El
precipitado se volvio a homogeneizar en 10 volurmetetampdn fosfato potasico pH
6.0, que contenia 0.5% de bromuro de hexadecititamenio (HETAB) y 10 mM de
acido etilendiaminotetraacético (EDTA). La adicida HETAB ayudo a solubilizar
completamente la MPO presente en las membranasidaegente, el homogeneizado
se sometio a un ciclo de congelacion- descongelagi@ una sonicacion durante 15
segundos, lo cual favoreci6 la liberacién totaladenzima.

Para la determinacion espectrofotométrica, se ¢@peh en una microplaca 50 pL
de los distintos homogenizados diluidos en 10 velies de tampdn fosfato potasico 50
mM pH 6.0. Posteriormente, se afadieron consecuéwge 50 pL de los diferentes
reactivos, o-dianisidina (0.067%), HETAB (0.5%) yQd (0.003%), y tras un tiempo
de incubacion de 5 minutos se midio la absorbagcian lector de placa Labsystems
Multiskan Ex. (Helsinki, Finlandia) a 450 nm.

Los resultados se expresaron como Unidades deidactivenzimatica por
miligramo de tejido (U/mg tejido).

3.2.5. Produccién de citocinas mediante ELISA

Los niveles de la citocinas proinflamatorias Thlle-1L-6 fueron determinados
por una técnica de inmunoandlisis enzimatico ctaivib (ELISA).
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Las muestras de colon fueron homogeneizadas enaP@$ 7.2 conteniendo
EDTA 0.5 mM, aprotinina 0.01 mg/mL, pepstatina 0m9d/ml, leupeptina 0.01 mg/ml,
y PMSF 1 mM a 4 °C durante 20 segundos. A contidnase centrifugaron a 13,400
durante 10 minutos, y los sobrenadantes se comsaraa80 °C hasta su uso.

Las cuantificaciones de los niveles de citocinasresdizaron siguiendo las
instrucciones del kit comercial para cada una s €Peprotech, USA). Los diferentes
patrones y las muestras se pipetearon en pocidgsbrertos de un anticuerpo
monoclonal especifico para cada citocina en estudias el lavado, se adiciond un
anticuerpo policlonal especifico para la citocimédo a una peroxidasa y los sustratos,
perdxido de hidrogeno y TMB. La reaccion enzimafgmadujo un color azul que
cambio a amarillo tras la adicion de acido suliwid®/. La intensidad de color se midio
a 450 nm en lector de placa Labsystems Multiskan Ex

3.2.6. Expresion de proteinas mediaivestern Blot

La expresion proteica de las proteinas COX-2, RIRPAMPK se determiné en
las muestras de colon de forma similar al protodelecrito en el apartado 3.1.3.

3.3. Modelo basado en el nematdckenorhabditis elegans para estudios de respuestas
vitales y de expresion génica

3.3.1. Cepas empleadas

Para el desarrollo de los experimentos se empidasosiguientes cepas de C.
elegans:

- N2, empleada como organismo control.
- ire-1, mutante para el gen iredhdsitol-requiring enzyme 1).

- sir2.1, que presenta delecion en el gen de sirtuina 2.1.

- aak2, mutante para el gen aak®\JP-activated protein kinase) (homaologo de
AMPK).

3.3.2. Sustancias ensayadas

Los distintos compuestos que se emplearon en tantiento de los gusanos
fueron afnadidos a las diferentes concentracionsayadas tanto al agar como a la
solucién de bacterias que sirve de alimento aUlssugos.

Se empleé metformina (Sigma, USA), resveratrol rfieigUSA) y un extracto
de hojas de mango (Polinat, Espafa). Se particndesalucion stock desde la cual se
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preparaba el agar y la solucion de bacterias arlaentracion deseada. En el caso del
resveratrol y el extracto de mango se utiliz6 DM&@a garantizar la solubilidad de los
mismos. En todos los casos las placas conteniarolumen final inferior al 0,1% de
DMSO en el medio de cultivo, incluyendo las placastrol sin tratamiento, en las
cuales se incorporé Unicamente el disolvente paaatener en el agar la misma
composicion que en los ensayos con los difererdéantientos.

3.3.3. Preparacion de placas de agar

El desarrollo y crecimiento del gusano se llevéabocen placas de Petri con
medio NGM (del inglésNematode Growth Medium). Las placas se realizaron
mezclando 3 g de NaCl, 17 g de agar y 2.5 g deopapn 975 mL de agua destilada.
Esta mezcla se autoclavd durante 50 minutos y inc@tion, se enfrid en un bafio de
agua a 55 °C durante 15-20 minutos. Una vez atempex medio, se completd con 1
mL de CaC] (1M), 1 mL de colesterol (5 mg/mL etanol), 1 mL MgSQO, (1M) y 25
mL de buffer KPQ (1M, pH 6.0, 108.3 g KWPQ,, 35.6 g kHPO, en 1L de agua), todo
ello previamente esterilizado en autoclave.

El medio NGM se transfirié a las placas de Petrcampana de flujo laminar
bajo condiciones estériles. La cantidad de meditodas las placas era constante para
homogenizar todas las condiciones y para facilghrvisionado de los gusanos
reduciendo asi la necesidad de refocalizar el mécqmio al cambiar de una placa a otra.
Las placas se dejaron enfriar a temperatura angbientla campana de flujo, para
finalmente ser almacenadas en una camara fria.a 4°C

3.3.4. Preparaciéon del medio de crecimiento pacéehiaEscherichia coli y sembrado
de placas

Las bacteria&. coli de la cepa OP50 se cultivaron en medio Luria-Be(tzB),
que contenia: 10 g de triptona, 5 g de extractievkdura y 5 g de NaCl en 1L de agua
destilada. El pH fue ajustado a pH 7.0 con NaOH &, medio de cultivo esterilizado
en autoclave.

Las placas con medio NGM se sembraron con lasrectecidas en el medio
de cultivo. Se afiadieron 50-100 del cultivo deE. coli, segun el didmetro de la placa.
Las bacterias fueron extendidas por toda la superdie la placa, sin dafar el agar y sin
llegar a los bordes para minimizar la salida deglesanos de las placas.

3.3.5. Transferencia de gusanos entre placas
Para transferir gusanos individualmente de unaapdaotra se utilizé un asa de

siembra de alambre de platino de calibre 32 bajpieloscopio con una llama proxima
para garantizar la esterilidad en las placas. &hbfe termina en un extremo aplanado
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para facilitar el traspaso. Cada vez que se pra@daso de un gusano se flameaba el
alambre para esterilizarlo.

La siembra de una nueva placa con gusanos se thaasdiriendo un trozo de
agar con gusanos desde una placa vieja a una fo&sza con ayuda de un bisturi
esterilizado.

C. elegans es transparente por lo que puede ser visualizabmdo un
microscopio equipado con una fuente de luz blaBkcgusano que se quiere traspasar se
observa primero al microscopio, y a continuacion ebalambre flameado y enfriado se
recoge el gusano depositandolo suavemente enva pleca.

3.3.6. Sincronizacion de la poblacién de gusanos

Para que todos los individuos que se van a utidinaun ensayo se encuentren en
el mismo estado larvario es necesario hacer urwosizacion de la poblacion. Para
ello, se dejaron crecer gusanos en las placastéwarios dias hasta obtener una placa
con gran cantidad de huevos y gusanos hermafragitabuevos en su interior.

El siguiente paso fue la recogida de los gusanmgeyos presentes en la placa
en tubos falcon de 15 mL con tampén M9 (3 g de®B, 6 g de NgHPQ,, 5 g de
NaCl, 1 mL de MgS® 1M y agua destilada hasta 1 L, todo ello estadl@ por
autoclavado). A continuacion, los tubos se cemgdafon (1000 g,1 minuto,4 °C)
descartando el sobrenadante. Sobre el residuoaskesdn 6 mL de una solucion de
hipoclorito sddico al 12%, la cual destruye todas larvas y carcasas de los gusanos
adultos sin afectar a los huevos, y se agito viprente durante 6 minutos.
Trascurrido ese tiempo, se realizdé una nueva éegacion (1000 g ,1 minuto, 4 °C)
para retirar el sobrenadante. Para eliminar losbjess restos de la solucién de
hipoclorito, se procedié a lavar con 10 mL de tampM®, repitiendo este proceso 3
veces. El residuo final del dltimo lavado se resuasiv en 2 mL de tampén M9 y se
dejé a 20°C en agitacion durante 18-24 horas. Eni@spo eclosionaran los huevos y
las larvas permaneceran en estado L1.

El sincronizado obtenido fue valorado en cuani® \dabilidad y la cantidad de
larvas presentes tomando una alicuota de 5 pL gredrsdola al microscopio para
comprobar si las larvas L1 estaban vivas y cudmb$a. De esta forma, se sembraba el
namero de gusanos gque necesitara cada experimento.

3.3.7. Cuantificacién de triglicéridos

La obesidad enC. elegans debe entenderse como un mayor acumulo de
triglicéridos; en este sentido, los lipidos sonadenados como triglicéridos en forma
de gotitas en las células intestinales e hipodé@sni@Ashrafi, 2007). El nivel de
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triglicéridos en el nematodo se cuantific6 mediamta tincion con aceite roj®@{| Red
O) aprovechando su cuerpo semitransparente.

Para la realizacion de esta técnica, los gusantssdeepas NArel y sir2.1 se
colocaron en presencia de los compuestos de in{enétformina a 100 mM o
resveratrol a 100 pM) para después cuantificar #mtidad de triglicéridos
comparandolos con un grupo control sin tratamields. gusanos estaban en contacto
con el compuesto desde la eclosion de los huewsta karecogida de los mismos en
estado L4.

Se recogieron entre 200 y 300 gusanos de cada gaestudio en estado L4-
preadulto con tampoén fosfato PBS y se transfirieram tubo eppendorf. El contenido
se resuspendio en 120 uL de PBS y 120 pL de tarapiRWB compuesto por 800
pL de KCI 2M (160 mM final), 80 uL de NaCl 5M (48M final), 2 mL de EGTA
0.1M (20 mM final), 1 mL de Spermidina 0.1M (10 nfial), 600 pL de PIPES 0.5M,
pH 7.4 (15.1 g/100mL) y 5 mL de metanol 100% (5@9alj en un volumen final de 10
mL completado con agua destilada, con un conteimab de paraformaldehido al 2%.
Los gusanos permanecieron en esa solucion durmen®s una hora en agitacion y a
temperatura ambiente. A continuacion, el buffer élisminado y se lavaron con PBS
para eliminar posibles restos de paraformaldetasteriormente, se afiadio 1 mL de
isopropanol al 60 % y se incubaron a temperatur@iente durante 15 minutos.
Finalmente, se retir6 el isopropanol y se afadiinll de Oil Red O al 60 %,
incubandose durante toda la noche en agitaciona Reualizar los gusanos al
microscopio se retird el tinte y se afadieron dloteppendorf 200 uL de PBS
conteniendo triton X-100 al 0.01%. Se tomaron 10dglla solucion con los gusanos y
se depositaron en un portaobjetos de vidrio sobasgota de agarosa al 2%.

Las imagenes fueron cuantificadas usando el smdtwaageJ, analizando al
menos 15 gusanos por cada uno de los tratamieméagados y por triplicado.

3.3.8. Extraccion de ARN

Para la extraccion del ARN d& elegans se parti6 aproximadamente de 1000
gusanos por grupo en estado L4-adulto. La extracsgdrealizé empleando 400 uL del
reactivo Trizol seguido de 3 ciclos de congela@oB0°C y descongelacion a 37°C. A
continuacion, se adicionaron 200 pL mas de Trizék9 pL de cloroformo (CHG),
agitando y dejando reposar al menos 2 minutos pasteriormente proceder a su
centrifugacion (12,00@,15 minutos, 4 °C). La fase acuosa fue retirade gf&dio el
mismo volumen de etanol al 70%. A partir de estendgeneizado se llevo a cabo la
extraccion del ARN total utilizando un kit comeic{RNeasy kit, Qiagen), mediante el
cual y gracias a unas cestillas que atrapan esgodnte el ARN se procedié a la
extraccion del mismo. Finalmente, el ARN fue recade de las cestillas con 50 pL de
agua libre de RNasas. La cantidad de ARN obtenido duantificada mediante un
Nanodrop.
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3.3.9. Reaccibén de la transcriptasa inversa

La retrotranscripcion del ARN extraido (segun lentéa descrita en el apartado
3.3.8) se realiz6 mediante el kit comercial Mast@ps RT-PCR System (5 Prime,
Alemania). El procedimiento fue similar al explicadn el punto 3.1.5, con pequefias
modificaciones segun el kit comercial utilizadoeste caso.

El ADNc obtenido fue cuantificado en el Nanodropoyngelado a -80°C hasta su
uso.

3.3.10. Analisis de la expresion génica mediantedacion en cadena de la polimerasa
a tiempo real

Para los estudios de expresion se utiliz6 FastBtaversal SYBR Green
(Roche, Suiza). Se tomaron 10 pL de SYBR Greem, @qucada cebador a 5 uM, 1 uL
de agua y 5 pL de la muestra previamente diluidalelctura se realizé durante 40
ciclos consistiendo cada uno de ellos en una destizacion a 90°C durante 3-5
segundos, una hibridacion a 55-60 °C durante 18eP0ndos, y una extension a 72 °C
durante 6-15 segundos en un termociclador de Agpiesystems y los resultados se
obtuvieron empleando el métod4“2".

Las secuencias de los oligonucleétidos utilizadoma cebadores en cada
reaccion de PCR se detallan ef#bla 11

Tabla 11. Secuencias de oligonucleétidos utilizados com@detes en los andlisis de expresion génica
mediante PCR cuantitativa a tiempo real.

Gen diana Secuencia Sentido 5'-3' Secuencia Antig&to 5’-3’
Act-1 GTCGGTATGGGACAGAAGGA GCTTCAGTGAGGAGGACTGG
Sir2.1 GTGGTTCGTCTTGCTCATCA CTCGTTGCAAGTCCAGATGT
Fill TCCTGTGATTTGGGTCTTCC GCCATGGAAGAGGTGTCAAT
Fil2 TGTGAATGGGACTGATGGAA CAAACAAGCCGACTGTTCCT
Aaka AGAGTCGGAGTCAGCCAAGT TTGAGCTCTTGTTGCTGCTT

3.3.11. Ensayos de longevidad

Los ensayos que se presentan a continuacion, edal efecto del extracto de
hojas de mango en la longevidad, longitud del augrpgbombeo faringeo, han sido
llevados a cabo en una estancia predoctoral desgésmde duracién en la Humboldt-
Universitat de Berlin, en el grupo del Dr. Christia. W. Steinberg.

Dado queC. elegans posee una esperanza de vida que se aproxim&8 tiss,
este nematodo es un organismo muy utilizado erdiestude longevidad. Para este
ensayo es necesario obtener una poblacion de gusartwonizada y controlar que no
convivan distintas generaciones.

En el estudio de longevidad, se realiz6 una pespam sincronizada de gusanos
tanto N2 comair2.1. Se partié6 de 25 gusanos en estado L4 que fueltimaclos en
placas con agar NGM que contenian el extracto gedeomango a las concentraciones
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de 50 y 200 pg/mL, ademas de la solucion alimemtde E. coli con la misma
concentracion del extracto. Paralelamente, seyaotun placas control sin tratamiento.
Durante el periodo mas fértil de los gusanos, es tes primeros dias de adulto, éstos
eran transferidos diariamente a placas nuevas @dtar el desarrollo de nuevos
gusanos que perjudicaran el seguimiento de losmnmgas iniciales. Tras finalizar su
periodo reproductivo, los gusanos eran transferima 1 0 2 dias a placas nuevas.
Diariamente se anotaba el nimero de gusanos tllled desaparecidos. Los gusanos
eran considerados muertos si no mostraban ningvinmento, ni corporal ni de
bombeo, al ser golpeados suavemente con el asatd®pSe midié la longevidad de
la cepa N2 y del mutanser2.1 en 3 experimentos diferentes.

3.3.12. Ensayos de longitud del cuerpo

Para la realizacion de los estudios del tamafipocal, se ensayo el extracto de
hoja de mango a las concentraciones de 50 y 20@lugh los gusanos N2 y los
mutantessir2.1.

El primer dia del experimento se prepararon lasgsladle agar NGM con las
concentraciones del extracto indicadas, que sditimhron en una solucion de DSMO
a una concentracion final menor del 0.1%. Paraletdaa) se incluyeron placas control
sin tratamiento y con la misma concentracion de DMfbie en las placas que incluian
el extracto. A continuacion, se adicionaron a lasgs 1000 pL de solucién bacteriana
E. coli OP50 conteniendo también el extracto a las core@ohes deseadas.
Finalmente, las placas se dejaron secar en unaacenge flujo y, una vez secas, se
transfirieron a las mismas entre 25 y 30 gusanastado de larva L4.

Trascurridos 4 dias, entre 20 y 30 gusanos edasth se transfirieron a nuevas
placas que contenian cada una de las concentraca®ieextracto ensayadas. Este
procedimiento permitié iniciar los experimentosalegitud del cuerpo con gusanos que
eclosionaron en un medio con la concentracion dea&® deseada. Las placas se
mantuvieron a 20°C y los gusanos fueron transferiiariamente a nuevas placas para
evitar la presencia de otras generaciones y atd blrsmnzar el sexto dia de adulto. Para
medir la longitud de los nematodos en este estadtesarrollo, se provoco la muerte de
los gusanos por radiacion ultravioleta. Brevemelate placas con los gusanos adultos
fueron colocadas boca abajo sin la tapadera eduaaLink (Vilber Lourmat, Francia)
recibiendo una intensidad de 7mw/ahrante 5-10 minutos. Estas condiciones inducen
la muerte de los nematodos, manteniendo el cuatpgro.

Para la cuantificacion del tamafio corporal losagos fueron estirados y
medidos a través de un microscopio acoplado a @mam@ y un software de
procesamiento de datos. La longitud fue determiread@0 gusanos por grupo en 3
experimentos independientes.
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3.3.13. Ensayos de bombeo faringeo

La cuantificacion del bombeo faringeo se realiatapcomprobar si los gusanos
ingerian el extracto y observar si reducian la stegede alimento, lo cual podria
relacionarse con fendbmenos de longevidad derivadosna reduccion de la ingesta
calorica.

El bombeo faringeo se cuantific6 al sexto dia dkilta, siguiendo el
procedimiento descrito en el apartado anterior pabdener gusanos en tales
condiciones. El andlisis se realiz6 mediante ldbagen de videos de 1 minuto de
duracién y posterior conteo de las veces que stupia el bombeo. Se cuantificaron 20
gusanos por grupo de las cepas N2 y del mutante g1 en 3 experimentos
diferentes.

4. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos que se presentan en el apartad®eddltados de este trabajo, se
expresan como la media * error estandar de lasacdmes obtenidas en las muestras
ensayadas. Los datos han sido tratados con elgmnagGraphPad 5.0. En poblaciones
multiples, con diferentes medias, se analizo léanaa de las mismas mediante el test
ANOVA (analisis de varianza) de una rama, comparaaediichas medias mediante un
test de Bonferroni. También se realizo el testud8nt el analisis de dos poblaciones
entre si. Un valor de p igual o0 <0.05 se consi@stadisticamente significativo.
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1. ESTUDIOSIN VITRO
1.1. Citotoxicidad de polifenoles y extractos

La citotoxicidad del resveratrol y la quercetinasi como de dos extractos, un
extracto de hojas de mango y otro extracto de higagva se ensay0 sobre la linea
celular de adenocarcinoma de colon humano HT-2®byesla linea de leucemina
monocitaria aguda THP-1 con el método de la SRBn €sta técnica se busca
determinar la concentraciéon de cada compuesto gusacla muerte del 50% de la
poblaciéon en cultivo (I6). Estos ensayos se realizaron con el objeto driavéa
posible actividad contra células cancerosas, asbquara seleccionar concentraciones
no letales de los productos en los estudios deesipr de proteinas y produccion de
citocinas.

Se ensayaron concentraciones desde 6.25 uM hds{aM @ara los compuestos
puros (resveratrol y quercetina) y desde 6.25 pdiadta 100 pg/mL para los extractos
de mango y uva. Los resultados obtenidos trasetifes experimentos realizados a 24,
48 y 72 horas mostraron concentraciones dg Ii@ayores de 100 uM 6 100 pg/mL
para todos los compuestos, por lo que se concluydlas muestras en estudio no
presentaban citotoxicidad sobre ninguna de laslideas celulares estudiadas. Dado
que se trata de compuestos naturales presentesmercantidad de alimentos, era de
esperar que no presentaran actividad citotéxica.

1.2. Estudio de la expresion de sirtuina 1

El efecto de los diferentes polifenoles sobre laresion de SIRT1 en las lineas
celulares HT-29 y THP-1 se evalué mediante la tacdeWestern Blat

Los resultados correspondientes a la linea celilaR9 muestran que tras 24
horas de tratamiento con resveratrol a la concgttrade 50 uM, asi como con los
extractos de hojas de mango y uva a 100 pg/mLcsenrentd de manera significativa
la expresion de SIRT1 en relacion al grupo contBdh embargo, no se detectaron
cambios significativos tras el tratamiento con gagna Figura 8 A).

El andlisis de los niveles de expresion de SIRTIbgmonocitos THP-1 mostré
resultados similares a los obtenidos con las c®IHB29, aunque, en este caso, todos
los polifenoles fueron capaces de inducir un aumsignificativo en la expresion de
esta enzimaHigura 8 B).
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Figura X. Efecto de resveratrol (Resv), quercetina (Quendyacto de hoja de mango (Mang) y hoja de
uva (Uva) sobre los niveles de expresion de satdigSIRT1) en la linea celular de adenocarcindena
colon HT-29 (A) y en monocitos THP-1 (B). Las cékike trataron con resveratrol y quercetina a 50 uM
y con los extractos de hoja de mango y uva a l0fhluglurante 24 horas. La expresion se midio
medianteWestern BlatEl analisis densitométrico fue valorado compaofmaon el gen control d-
actina. Los datos se expresan como la media + est@indar (n=4). El analisis estadistico se realiz6
mediante ANOVA seguido de un test de Bonferronip0.05 y (**) p<0.01 vs. control.

1.3. Estudio de la produccién del factor de nesrashnorale

La actividad antiinflamatoria de los diferentesifemioles se evalué mediante la
produccion de la citocina TNé&-en macréfagos THP-1.

Los resultados de la técnica de ELISA pusieron @aifiesto un incremento
significativo de los niveles de TNk-en las células estimuladas con LPS en
comparacion con las células no estimuladas (p<Q.00bmo era de esperar, la
dexametasona, utilizada como farmaco antiinflanatoedujo significativamente la
produccion de esta citocina (p<0.001). Los tratatoe con los diferentes polifenoles
durante 24 horas a las concentraciones ensayaa@i@trol y quercetina: 12.5, 25 y
50 uM; extractos de hoja de mango y uva: 12.5, ZZ2ywg/mL) provocaron una
disminucién significativa en los niveles de TWNF-y de manera concentracion
dependienteKigura 9). Interesantemente, las concentraciones mayoregieieetina

(50 uM) y del extracto de hojas de mango (50 pg/prekentaron un efecto similar al
de la dexametasona (1 uM).
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Figura 9. Efecto de resveratrol, quercetina, extracto da le mango y hoja de uva en la produccién de
factor de necrosis tumoral{TNF-o, pg/mL) en macréfagos THP-1. Los macréfagos sevidion a
partir de monocitos incubados con PMA 0.2 uM, 72a& produccion de TNl-se determiné mediante
ELISA en el sobrenadante de los cultivos. Las eélukecibieron un pre-tratamiento de 1 hora con
resveratrol y quercetina (12.5, 25 y 50 uM) y cos éxtractos de hoja de mango y uva (12.5, 25 y 50
pg/mL) o con dexametasona (1pM), y se estimulagguisamente con LPS (1 pg/mL) durante 24 horas.
Los datos se expresan como la media + error estdndd). El analisis estadistico se realizé mediant
ANOVA seguido de un test de Bonferroni. (###) p€A.@s. control; (***) p<0.001 vs. LPS.
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2. MODELO DE INFLAMACION CRONICA QUE DERIVA A CANC ER DE
COLON

El modelo de inflamacion desarrollado se baso tones deficientes en IL-10.
Estos ratones desarrollan de forma espontaneaniafién de colon que, a medida que
la enfermedad avanza, puede derivar en un canamlole. Las alteraciones que sufren
los animales se asemejan a las que desarrollanpdogentes con enfermedad
inflamatoria intestinal, incluyendo la enfermed&dCGfohn y la colitis ulcerosa

2.1. Valoracién macroscopica de la colitis

Los ratones deficientes en IL-10, en estado debakicion estandar no estéril,
empezaron a manifestar sintomas visibles de inftamaen el colon a partir de las 6
semanas de edad. Como se observa éfglara 10 A, el tejido al inicio del ensayo
presentaba un aspecto normal, tejido que fue edigdose en los animales IL-I@&
medida que la edad de los mismos avanzaba. Ladesi@tiones externas del proceso
de colitis no fueron tan evidentes, reduciéndobeces de menor consistencia, a veces
sanguinolentas, y al enrojecimiento del ano enalsi totalidad de los animales KO
desde las 6 semanas de edadyra 10 B).

Control 6 semanas 10 semanasl4 semanas 18 semanas

IL-10 /

Figura 10. Aspecto macroscépico del colon extraido de lomales control y de los raton&aockouts
para IL-10 a las 6, 10, 14 y 18 semanas de edadr{#amacion anal y restos de heces diarreicasnen
ratén IL-107/ (B).

Los cambios inflamatorios en el colon estuvierooca&glos a un incremento
significativo en la relacion peso/longitud del colon en todos dogpos de ratones
deficientes en IL-10 en comparacion con sus respschomodlogos WT (p<0,001)
(Figura 11).

74



Resultados

104
£ *xK 3 Control sano
9o g IL-10 7
g’ - -
\g 6- *k%
K]
(&)
2 4
k)
<
L 2-
o]
%)
()
& o

6 10 14 18

Semanas

Figura 11. Relacion peso/longitud del colon (mg/cm) en lagrales control y los ratondsiockouts
para IL-10 a las 6, 10, 14 y 18 semanas de edaldatns se expresan como la media * error estandar
(n=8-14). Analisis estadistico mediante ANOVA selguide un test de Bonferroni. (***) p<0.001 vs.
control sano respectivo.

2.2. Estudios histolégico del dafio colénico

En el estudio histologico de la mucosa colonicaudeanimal sano se puede
observar que ésta se encuentra ricamente cubmriagcriptas déieberkiihny posee
un epitelio constituido por una mezcla de célulasallsorcion y células mucosas que
forman invaginaciones tubulares rectas no ramifisay que se extienden desde la
superficie hasta la muscular de la mucosa. Ladasmucosas contienen numerosos
granulos de mucina, que proporcionan al citoplaginaspecto redondeado, al que
deben su nombre de células con forma de copa cfoaiies. A medida que éstas se
aproximan hacia la superficie del intestino gruesmienzan a secretar moco, y siguen
migrando hacia el exterior para formar parte deleBp superficial, que se compone
principalmente de células columnares.

La lamina propia del intestino grueso esta condttypor colageno, reticulina y
fibroblastos inmersos en una matriz de glucosanhimagos. Inmediatamente por
debajo de la membrana basal del epitelio supdrfexésste una capa de colageno
compacto, en la que se insertan las fibras musaileggas finas de la muscular de la
mucosa. El contenido celular de la lamina propieluye linfocitos y eosindfilos
diseminados. También se observan foliculos linfoipgequefios, algunos de los cuales,
los mas grandes, atraviesan la muscular de la rayces extienden en la submucosa.

La submucosa es laxa y estd formada por fibrocoage que permite el

deslizamiento de la mucosa sobre la capa musdalaual se compone principalmente
de musculatura circular, aunque existe tambiénnounsculatura longitudinal estrecha y
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discontinua que forma la tenia del colon. Hay unangacumulacion de ganglios y
nervios entre las dos capas musculares.

En el presente estudio, la severidad de la caétighién se evalu6 mediante el
analisis microscopico de la mucosa colonica, aptioala escala propuesta por
(Okayasu y col., 2002). La tincidon con hematoxilyjnaosina de los cortes histologicos
de tejido colonico de animales sanos reveld unaitaura normal sin modificaciones
histoldgicas Figura 12 A). Por el contrario, el estudio microscépico de lasnes
deficientes en IL-10 evidencio el desarrollo de ooktis inflamatoria a partir de las 6
semanas de edad. Estos animales presentaron lamdoion leve, caracterizada por la
infiltraciéon de células inmunes en la mucosa caanfigura 12 B). Como era de
esperar, la gravedad de la colitis espontdneasmtones KO aument6 gradualmente
con la edad, segun muestran los resultados deliesdel grado de lesion histoldgica
(Tabla 12). Como se aprecia enfigura 12, los ratones de edad comprendida entre 10
y 18 semanas presentaron una mayor superficieadlaecon destruccion total o parcial
de las glandulas y con un aumento del infiltradtamatorio leucocitario en la mucosa
y submucosaFigura 12 C-E).

Tabla 12 Grado de inflamacién col6nica e incidencia déoless neoplasicas en los ratokesckouts
(KO) para IL-10 a las 6, 10, 14 y 18 semanas del.edas datos se expresan como la media * error
estandar (n=8-14). (*) p<0.05, (**) p<0.01 y (**})<0.001 vs. control sano; (+) p<0.05 y (+++) p<@.00
vs. ratones KO de 6 semana#) [§<0.05 vs. ratones KO de 10 semanas.

Edad ESC&‘.“’?‘ de Displasia de Displasia de
Grupo colitis !
(semanas) (0-3) bajo grado alto grado
Control sano 6-18 0 0 0
IL-10 T 6 0.75+0.2 0/8 (0%) 0/8 (0%)
*
10 1.37+0.3 5/8 (63%) 0/8 (0%)
*%
14 1.87+04 6/8 (75%) 3/8 (38%)
*k%k +
18 2.43+0.2 14/14 (100%) 10/14 (71%)
il
#

La Tabla 12 también recoge los resultados correspondientasirecidencia de
lesiones displasicas, expresados como el cociamtte € nimero de ratones que
presentaban displasia en cada grupo y el nimesb dgt ratones por grupo. La
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severidad de la displasia se correlacion6 positaraencon la edad de los animales y el
grado de inflamacion coldnica. Asi, a las 6 semaieasdad ninguno de los ratones IL-
10/ presentaba lesiones displasicas. Transcurridd®lasmanas de edad, los animales
Unicamente desarrollaron displasia de bajo graedtecthda en el 63% de los mismos.
En los ratones deficientes en IL-10 de 14 semamasoynenzaron a detectarse los
primeros casos displasia grave, en un 38% de lesnas. Como era de esperar, la
incidencia de la displasia de alto grado fue muetayor en los ratones KO de 18
semanas de edad (71%), animales que presentanmrasitiess mayores puntuaciones en
el indice de colitis. Interesantemente, no se tielacpresencia de adenocarcinomas en
ninguno de los ratones deficientes en IL-I8kja 12y Figura 12).

Figura 12. Tinciéon con hematoxilina y eosina de cortes ligficos procedentes de colon de ratones
sanos y ratondanockoutspara IL-10 entre las 6 y 18 semanas de edad.dtoras sanos no presentaron
sintomas de enfermedad, con una estructura debttalmente normal (A). En los ratones IL{1@&
severidad de la inflamacion y displasia se corretdr con la edad de los animales: se detect6 la
presencia de inflamacion desde las 6 semanas dgBiadisplasia de bajo grado a las 10 semanag (C)
signos de inflamaciéon grave con displasia de atadg a las 14 y 18 semanas de edad (D y E,
respectivamente). Las imagenes tienen una magridicale 200x.

2.3. Estudio inmunohistoquimico del antigeno nualieaproliferacion celular

El estudio de localizacion de PCNA revel6 una inotintion moderada de este
marcador de proliferacion celular en el colon dednimales sanos, restringiéndose a la
zona proliferativa en la base de las criptagyra 13 A). La mucosa coldnica de todos
los ratones deficientes en IL-10 (desde las 6 Hastd8 semanas de edad) mostré un
incremento en el nimero de células en prolifergoiie se extendieron también a la
parte superior de las criptaBigura 13 B-E). Como se observa en REgura 14, el
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mayor indice de PCNA se detectd, como era de espamalos ratones KO de 18
semanas, correlacionandose con la mayor incideleciisplasia grave.

Figura 13. Expresion del antigeno nuclear de proliferaciélular (PCNA) en la mucosa colénica de
ratones sanos y ratonksockoutgara IL-10 entre las 6 y 18 semanas de edad. Eaniosales sanos se
detect6 una expresion basal de PCNA (A). En lamest IL-10" el marcaje con el anticuerpo incrementé
desde las 6 semanas de edad (B). La expresion N& RGmentd progresivamente tras las 10 y 14
semanas (C y D, respectivamente), siendo maximaasa 1B semanas (E). Las imagenes son
representativas de cuatro experimentos indeperdi€nt4) y tienen una magnificacién de 200x.
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Figura 14. indice de proliferacion celular (%) en la mucos#onica de ratones sanos y ratokesckouts
(KO) para IL-10 entre las 6 y 18 semanas de edasl datos se expresan como la media * error estandar
(n=4). (**) p <0.01 y (***) p<0.001 vs. control san (+) p<0.05 y (+++) p<0.001 vs. ratones KO de 6
semanas; ###) p <0.001 vs. ratones KO de 10 semanas; ($) p<&0fmtones KO de 14 semanas.
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2.4. Expresion génica del factor de necrosis tukwgade sirtuina 1

El estudio de los niveles de expresion del ARNMTNE-o y SIRT1 se realizd
mediante la técnica de PCR cuantitativa (QPCR).

El andlisis de la expresion génica de TiNEn la mucosa colénica mostré un
incremento significativo en los niveles de estaaiita en todos los grupos de ratones
deficientes en IL-10 en comparacién con sus respschomdlogos WTRigura 15).
Interesantemente, la expresion de TiNFrcrementd progresivamente en los ratones
KO hasta las 14 semanas de edad, detectandose ancada reduccion a las 18
semanas.
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Figura 15. Expresion génica de la citocina factor de nesraghorale en la mucosa coldnica de ratones
sanos y ratoneknockouts para IL-10 de edades comprendidas entre las 6 geb@nas. Expresion
relativa respecto al gen GAPDH empleando el métmla**“". Los datos se expresan como la media +
error estdndar (n=4). El andlisis estadistico sdizc&¢ mediante ANOVA, seguido de un test de
Bonferroni. (*) p<0.05 y (**) p<0.01 vs. control 3a.

El estudio de la expresion coldnica de SIRT1 ewdenna marcada reduccion
en los niveles de esta proteina en todos los grdpoanimales KO para IL-10 en
relacion con sus respectivos grupos confrajra 16). A las 18 semanas, la expresion
de esta proteina disminuyé también en el grupoatttnes control, no observandose
diferencias significativas con los ratones KO entémmpo estudiado.

Estos resultados muestran una correlacion invensa s niveles de expresion
de la enzima SIRT1 y de la citocina THFeonfirmando el estado inflamatorio cronico
en los ratones deficientes en IL-10.
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Figura 16. Expresion génica de sirtuina 1 (SIRT1) en la maccoldnica de ratones sanos y ratones
knockouts para IL-10 de edades comprendidas entre las 6 seft@anas. Expresion relativa respecto al
gen GAPDH empleando el método d&'?. Los datos se expresan como la media + error dest4n=4).

El analisis estadistico se realizd mediante ANOSéguido de un test de Bonferroni. (*) p<0.05 y (**)
p<0.01 vs. control sano.

2.5. Evaluacion de la induccion de la autofagiaapgd de la proteina cinasa activada
por AMP

La determinacion de la expresion de la proteina-UGC&s el método mas
utilizado para la medida de la activacion de laofagiia, ya que esta proteina se
encuentra presente en la membrana del autofagodasaesultados del estudio de
Western Blotmostraron un incremento en la expresion de LG&nllel colon de los
ratones KO a partir de las 10 semanas de edadesigee se mantuvieron elevados
hasta las 18 semandsdqura 17).

6 semanasl10 semana 14 semana 18 semana
CsS L0/ CSIL1I0/ CS L1007/ Cs IL1o0 1

BAclin e g o o N ot

Figura 17. Expresion de la proteina LC3-I1l en la mucosa miok de ratones sanos y ratokesckouts
KO para IL-10 de edades comprendidas entre lad® semanas. La proteifiaactina fue usada como
control de carga en el estudio \diestern BlotLas imagenes son representativas de cuatro expgdame
independientes (n=4).

El estudio inmunohistoquimico del marcador de fagia Beclin 1 mostro en los
ratones sanos una expresion moderada en el epstglierficial de la mucosa coldnica
(Figura 18 A). Por el contrario, se detectd un incremento @nrfaunoreactividad para
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esta proteina en los animales deficientes en Ib-p@rtir de las 6 semanas de edad. La
expresion de Beclin se extendié por toda la muco$anica tras las 10 y 14 semanas
(Figura 18 C y D, respectivamente), siendo maxima en los animae$8dsemanas
(Figura 18 E).

Figura 18. Expresion de Beclin 1 en la mucosa coldnica tines sanos y ratonksockoutgpara IL-10
entre las 6 y 18 semanas de edad. En los ratomé®icse detectdé una expresiéon basal de Beclin)l (A
En los animales IL I0 el marcaje con el anticuerpo incrementd a pasirlas 6 semanas (B). La
expresion aumento progresivamente a las 10 y 14rs&s1(C y D, respectivamente), siendo maxima a las
18 semanas (E). Las imagenes son representativasatte experimentos independientes (n=4) y tienen
una magnificacion de 200x.

El estudio de la expresion génica de Bcl-2, un igéibidor de la autofagia,
evidenci6é una reduccion significativa en los nigsedie ARNm de Bcl-2 en los ratones
IL-10 7/ a todas las edades en relacidn a sus respectivagsgcontrol fFigura 19).

En conjunto, los resultados anteriormente expuestoBrman una activacion de
la autofagia en todos los grupos de ratones defeseen I1L-10 estudiados, evidenciada
por la acumulacion de la proteina LC3-II, el incerto en la expresion de Beclin 1y la
disminucion de los niveles de Bcl-2.
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Figura 19. Expresién génica de Bcl-2 en la mucosa coléneaatbnes sanos y ratorlasockoutgKO)
para IL 10 de edades comprendidas entre 6 y 18rsmm&xpresion relativa respecto al gen GAPDH
empleando el método dé*%". Los datos se expresan como la media * error @at4n=3. El andlisis
estadistico se realiz6 mediante ANOVA, seguido nléest de Bonferroni (**) p<0.01 y (***) p<0.001
vs. control sano.

Para evaluar si la activacion de la autofagia ijpoelstar regulada por AMPK, se
determiné la expresion de la proteina fosforilggaMPK), que es la forma activa de la
enzima. El estudio dé/estern Blotrevel6 un marcado incremento en los niveles de
fosforilacion de AMPK en los ratones KO para IL-d®todas las edades ensayadas, en
relacion con sus respectivos homologos Wigra 20).

6 semana 10 semana 14 semana 18 semana
CSIL10/ CS IL107/ Cs IL10/ Cs IL1o 7

PAMPK - o s S A

O a——n g 2 o o G0 G

Figura 20. Expresion de la proteina cinasa activada por AwBforilada (pAMPK) en la mucosa
colonica de ratones sanos y ratokesckoutspara IL-10 de edades comprendidas entre las 6 y 18
semanas. La proteirfzactina fue usada como control de carga en el iestlel Western Blot. Las
imagenes son representativas de cuatro experimietegendientes (n=4).

82



Resultados

3. MODELO DE COLITIS ULCEROSA AGUDA INDUCIDA POR DE XTRANO
SULFATO SODICO

Para este modelo se emplearon ratones C57BL/6 slEam@nas de edad y 20
gramos de peso que recibieron DSS al 3% en el dguzebida durante una semana.
Determinados grupos de animales recibieron, adeteB®SS en el agua de bebida,
resveratrol a la dosis de 50 mg/kg o bien un etdrde hojas de mango a las dosis de
50 y 100 mg/kg.

3.1. Valoracién macroscopica de la colitis

La administracion de DSS al 3% en el agua de betédlos animales durante 7
dias reprodujo una colitis aguda experimental cadeates sintomas clinicos, tales
como pérdida de peso de los animales. Este pa@metrepresenta en fagura 21
como el valor absoluto de la diferencia entre aopnal y el peso inicial. El grupo
control sano apenas sufrid variaciones de pesmtrageque el grupo que tomd agua
con DSS al 3% y no recibié ningun tratamiento @né& una marcada pérdida de peso
corporal, llegando a perder mas de un gramo commgaio de grupo (p<0.001). Sin
embargo, la administracion de resveratrol a lasddei50 mg/kg y del extracto de hoja
de mango a las dosis utilizadas de 50 y 100 mgkgua significativamente la pérdida
del peso corporal (p<0.05 vs. control DSS).
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Figura 21. Pérdida de peso de ratones con colitis agudaupidal por dextrano sulfato sodico (DSS 3%
p/v) y tratados con resveratrol (Resv 50 mg/kghyeutracto de hoja de mango (Mng 50 y 100 mg/kg).
Los datos se expresan como la media *+ error estinda8-10). El andlisis estadistico se realizd
mediante ANOVA, seguido de un test de Bonferro#it#) p<0.001 vs. control sano; (**) p<0.01 vs.

control DSS.

El acortamiento de la longitud del colon fue sdmtado como parametro
morfolégico de inflamacion coldnica. En la figura ¥ muestran fotografias
representativas del colon de los distintos gruppsardmales, una vez extraido. Como
era de esperar, el grupo que sufrié un acortamieréte® acusado fue el grupo control
que Unicamente recibi6 agua con DSS (p<0.001 wstralosano) Figura 23). Sin
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embargo, el tratamiento con los polifenoles, taasveratrol como el extracto de mango
a las dos dosis ensayadas, consiguio paliar sigtifamente la reduccion de la
longitud del colon (p<0.05 vs. control DSS).

Control Resv Mng 50 Mng 100

Figura 22. Aspecto macroscopico del colon de ratones coitiscauda producida por dextrano sulfato
sadico (DSS 3% p/v) y tratados con resveratrol YR&smg/kg) y un extracto de hoja de mango (Mng 50
y 100 mg/kg).
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]
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Figura 23. Longitud del colon de ratones con colitis agudadpcida por dextrano sulfato sédico (DSS
3% plv) y tratados con resveratrol (Resv 50 mgikagin extracto de hoja de mango (Mng 50 y 100
mg/kg). Los datos se expresan como la media + est@indar (n=8-10). El andlisis estadistico sezal
mediante ANOVA, seguido de un test de Bonferroftit#) p<0.001 vs. control sano; (*) p<0.05 vs.
control DSS.

3.2. Estudio histoldgico del dafio colonico

La tincion con hematoxilina y eosina permitié ewalla estructura del colon,
poniendo de manifiesto una arquitectura normal ste tejido en los animales sanos
(Figura XA). Por el contrario, las secciones preceds de animales tratados con DSS
revelaron multiples lesiones que afectaron a tadaucosa, apreciandose una pérdida
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de la estructura histoldgica y una profunda aliéradel epitelio glandular. Ademas, se
detecto la presencia de fibroblastos, coldgeno jnfiltrado inflamatorioleucocitario
con granulocitos, monocitos y macrofagos en la maicp submucosa. Dicha capa
aparece engrosada y con gran cantidad de hemo(Fagyeia 24 B).

El estudio histologico del colon de los ratones gembieron tratamiento con
resveratrol o extracto de hoja de mango confirmd rneejoria observada
macroscopicamente. Asi, en estos animales, setdetea preservacion de la estructura
glandular y una disminucion del infiltrado inflarogb con respecto al control DSS, asi
como un menor tamafio de la capa necrética sum@rftéguras 24 C-B).

Figura 24. Tinciébn con hematoxilina y eosina de cortes lhigficos de colon de ratones sanos (A),
tratados con dextrano sulfato sédico (DSS 3% BY) tfatados con DSS y resveratrol (Resv 50 mg/kg)
(C) y tratados con DSS y un extracto de hoja degmdiing 50 y 100 mg/kg) (D y E, respectivamente).
Las imagenes son representativas de cuatro expadmeindependientes (n=4) y tienen una
magnificacion de 100x.

Para estudiar la preservacion del epitelio y tadpccién de moco se realizé una
tincion con azul alcian en todos los grupos ensagiata tincién de las secciones
histologicas del colon de los animales sanos masted estructura epitelial glandular
normal con una marcada produccién de moco, queumibfemente actia como
proteccion del propio epitelioF{gura 25 A). Por el contrario, los animales que
tomaron Unicamente DSS en el agua de bebida srfriena desestructuracion
glandular y, por consiguiente, una disminucién &mprioduccion de mocd-igura 25
B). En las muestras procedentes de animales tratatosesveratrol y extracto de hoja
de mango se detectd un epitelio glandular mas pasde y una marcada produccion de
moco Figura 25 C-E). Este efecto fue mas evidente tras la adminiginadel extracto
de mango a la dosis de 100 mg/kg.
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Figura 25. Tincion con azul alcian de cortes histolégicoscd®n de ratones sanos (A), tratados con
dextrano sulfato sédico (DSS 3% p/v) (B), tratadms DSS y resveratrol (Resv 50 mg/kg) (C) y trastado

con DSS y un extracto de hoja de mango (Mng 500yr@/kg) (D y E, respectivamente). Las imagenes
son representativas de cuatro experimentos indegerd (n=4) y tienen una magnificacion de 100x.

3.3. Analisis bioquimico de la mucosa col6nica
3.3.1. Actividad de la enzima mieloperoxidasa

Los resultados de este estudio colorimétrico, camdida directa del grado de
infiltracion neutrofilica en las muestras de mucosBnica, indicaron que en el grupo
tratado con DSS aumento significativamente la &l enziméatica MPO con respecto
a los animales sanos (p<0.0Bigura 26). Tanto el tratamiento con 50 mg/kg de
resveratrol, como las dos dosis del extracto de kiej mango ensayadas (50 y 100
mg/kg) atenuaron significativamente el valor des gstirametro bioguimico respecto al
grupo control DSS.
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Figura 26. Actividad enzimatica de la mieloperoxidasa enmacosa colénica de ratones con colitis
aguda inducida por dextrano sulfato sédico (DS3B%oy tratados con resveratrol (Resv 50 mg/kghy u
extracto de hoja de mango (Mng 50 y 100 mg/kg). da®s se expresan como la media * error estandar
(n=6). El analisis estadistico se realizé medi&t®©VA, seguido de un test de Bonferroni. (##) p40.0
vs. control sano; (*) p<0.05 y (**) p<0.01 vs. cositDSS.

3.3.2 Produccién de las citocinas factor de nesitosnorale e interleucina 6

Los niveles de produccion de las citocinas pramfitorias TNFx e IL-6 en
muestras de mucosa coldnica se determinaron medatécnica de ELISA.

Los resultados correspondientes a la produccionThé-o pusieron de
manifiesto un incremento significativo de los neslde esta citocina en el grupo que
recibi6 DSS respecto al grupo control sano (p<0.QB administracion oral de
resveratrol produjo una reduccién muy marcada egordduccion de esta citocina en
relacion al grupo control DSS (p<0.01), alcanzardwalores por debajo de los
detectados en los animales sanos. De manera siglileaxtracto de mango, a las dosis
ensayadas de 50 y 100 mg/kg, consiguié dismingmifstativamente los niveles de
TNF-oa hasta casi los valores del grupo sano (p<0.05 §.0is respectivamente)
(Figura 27).
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Figura 27. Niveles de factor de necrosis tumoral alfa (TiNFpg/mg tejido) en la mucosa colénica de
ratones con colitis aguda inducida por dextranagulsédico (DSS 3% p/v) y tratados con resveratrol
(Resv 50 mg/kg) y un extracto de hoja de mango (Bhg 100 mg/kg). Los datos se expresan como la
media + error estandar (n=6). El analisis estadisse realiz6 mediante ANOVA, seguido de un test de
Bonferroni. (##) p<0.01 vs. control sano; (*) p<® Y (**) p<0.01 vs. control DSS.

Los resultados obtenidos tras la cuantificacidodeniveles de la interleucina 6
(IL-6) mostraron la misma tendencia. Nuevamenteglegrupo DSS se detect6 una
mayor produccion de esta citocina en relacion arésnes sanos (p<0.01). Por el
contrario, los distintos tratamientos consiguiereducir los niveles de IL-6 hasta
valores proximos al grupo control sarfaglura 28).
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Figura 28. Niveles de interleucina 6 (IL-6, pg/mg tejido) nmucosa coldnica de ratones con colitis
aguda inducida por dextrano sulfato sédico (DS3B%oy tratados con resveratrol (Resv 50 mg/kghy u
extracto de hoja de mango (Mng 50 y 100 mg/kg). da®s se expresan como la media * error estandar
(n=6). El analisis estadistico se realizé medi&t®©VA, seguido de un test de Bonferroni. (##) p40.0
vs. control sano; (**) p<0.01 y (***) p<0.001 vsontrol DSS.

3.3.3 Expresion proteica de la ciclooxigenasa-2sittuina 1 y la proteina cinasa
activada por AMP fosforilada

La expresion de las proteinas COX-2, SIRT1 y pAMIeKdetermind mediante
la técnica d&Vestern Bloy los resultados se muestran enHeggiras 29

Los niveles de expresion de la enzima COX-2 fuenory elevados en el colon
de los ratones sometidos a colitis aguda por DSferto a los animales control sano
(p<0.05), en los que esta proteina se detectéedesibasales. Tras el tratamiento con
resveratrol y el extracto de hoja de mango a lasdds 50 mg/kg no se detectaron
cambios significativos en la expresion de COX-2eeto al grupo control DSS. Sin
embargo, el extracto de mango a la dosis mayaradih (100 mg/kg) si fue capaz de
reducir de manera significativa los niveles de gstateina (p<0.05), alcanzandose
valores proximos al grupo control sarfagura 29).
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Figura 29 Expresion de la proteina ciclooxigenasa-2 (CO>ef)la mucosa col6nica de ratones con
colitis aguda inducida por dextrano sulfato s6dib&S 3% p/v) y tratados con resveratrol (Resv 50
mg/kg) y un extracto de hoja de mango (Mng 50 y d@@kg). La expresion se midié mediahtestern
Blot (A). El analisis densitométrico fue valorado condpalolo con el gen control eactina. Los datos
se expresan como la media * error estandar (n44ndlisis estadistico se realiz6 mediante ANOVA,
seguido de un test de Bonferroni (B). (#) p<0.05cesitrol sano; (*) p<0.05 vs. control DSS.

Los resultados correspondientes a la expresionSKERT1 y pAMPK no
mostraron cambios en los niveles de estas proteintas los animales control sano y
los que Unicamente recibieron DSS. Sin embargoraimses tratados con resveratrol o
el extracto de hoja de mango a las dos dosis edaayexperimentaron un marcado
incremento en la expresion de ambas enziffigsia 30).
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Figura 30. Expresion de la proteina sirtuina 1 (SIRT1) preteina cinasa activada por AMP fosforilada
(PAMPK) en la mucosa coldnica de ratones con sadijuda inducida por dextrano sulfato sédico (DSS
3% plv) y tratados con resveratrol (Resv 50 mgikain extracto de hoja de mango (Mng 50 y 100
mg/kg). La expresién se midié mediamgestern Blot(A). El analisis densitométrico de los niveles de
SIRT1 (B) y pAMPK (C) fue valorado comparandolo cehgen control de3-actina. Los datos se
expresan como la media + error estandar (n=4).n&lisis estadistico se realiz6 mediante ANOVA,
seguido de un test de Bonferroni. (*) p<0.05, (¢Q0.01 y (***) p<0.001 vs. control DSS.
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4. ESTUDIO DE DIFERENTES POLIFENOLES EN EL MODELO DE
CAENORHABDITIS ELEGANS

4.1. Efecto de la metformina sobre los gusanos megae-1

Las investigaciones desarrolladas empleando el nmga modelo
Caenorhabditis elegansurgen de la colaboracion con la empresa biotégioa
Bionaturis y el Dr. Manuel Mufioz Ruiz del Departamoede Biologia Molecular e
Ingenieria Bioquimica de la Universidad Pablo devidle. Los primeros estudios
realizados permitieron comprobar que el mutargel es un gusano obeso, ya que la
tincion Oil Red Oevidencio el acimulo de mayor cantidad de trigitss en estos
gusanos mutantes en comparacion con los gusantrsldg2 (p<0.05) Figura 31).

A B

N2 irel
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Figura 31. Gusanowvild type(N2) y mutantesre-1 teflidos corOil Red Oen estado L4. Magnificacion
100x (A). Cuantificacion de la intensidad de lacidm Oil Red Omediante el programa Image J (B). Los
datos han sido normalizados respecto al controf B2 expresan como la media +* error estandar (n=20)
El analisis estadistico se realiz6 mediante ANO¥éguido de un test de Bonferroni. (*) p<0.05 vs.
control N2.
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A continuacion, se determiné el efecto del tratana con metformina (100
mM) sobre los niveles de triglicéridos en los gusaN?2 eire-1. Los resultados de la
cuantificacion de la tincion co®il Red O pusieron de manifiesto una reduccion
significativa en el acumulo de triglicéridos tras ddministracion de metformina en
ambas cepas ensayadas en comparacion con su coggpactivo sin tratamiento
(p<0.001) Eigura 32).
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Figura 32. Intensidad de la tincion cddil Red Ode gusanowild typeN2 y mutantesre-1 en estado L4
en ausencia o presencia de metformina (Met) 100 id4. datos han sido normalizados respecto al
control N2 y se expresan como la media + errornestd (n=20). El andlisis estadistico se realiz6
mediante ANOVA, seguido de un test de Bonferro###) p<0.001 vs. control N2; (***) p<0.001 vs.
ire-1.

4.2. Efecto de la metformina en la expresion génmlealas lipasas FIL-1 y FIL-2
(Fasting Induced Lipagen los gusanos mutantes-1

El gen ire-1 esta involucrado en la respuestardeimas desplegadas, asi como
en la activacion de las lipasas FIL-1 y FIL-2 (JooY., 2009). Los resultados del estudio
de la expresion génica de FIL-1 y FIL-2 evidenaiatma marcada disminucion en el
ARNmM de ambas lipasas en el mutante-1 en relacion al gusano silvestre.
Concretamente, la expresion de FIL-1 solo llegdcaraar niveles del 16.5% vy la de
FIL-2 del 20%.

La administracion de metformina a la concentraciéri00 mM no modificé de
manera significativa los niveles de ambas lipasasl ¢ipo silvestre. Sin embargo, este
compuesto, en el fenotipo obeso, fue capaz de nmar@r significativamente la
expresion de estas enzimas en comparacion conukangsire-1 que no recibieron
tratamiento, aunque no se llegaron a alcanzane$es del control N2Kigura 33).
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Figura 33. Cuantificacion de ARNm de las lipasas FIL-1 (AFN.-2 (B) en gusanos silvestres (N2) y
mutantesre-1 en estado L4-adulto, en ausencia y presencia demmata (Met) a la concentraciéon de
100 mM. Expresién relativa respecto al gen ACT-blendo el método de*2”". Los datos se expresan
como la media * error estandar (n=3). El analistadistico se realiz6 mediante ANOVA, seguido de un
test de Bonferroni. (##) p<0.01 y (###) p<0.001loamntrol N2; (*) p<0.05 y (**) p<0.01 vsre-1.

4.3. Efecto de la metformina en la expresion gédecairtuina en los gusanos mutantes
ire-1

El estudio de expresion de ARNm de SIR2.1 revekd expresion basal de esta
enzima en los gusanagild type asi como en los mutantes obes@sl, siendo la
expresion en estos Ultimos ligeramente menor. Embia el tratamiento con
metformina a la concentracién de 100 mM incremeaigdificativamente los niveles de
SIR2.1 en las dos cepas (p<0.01) en comparaciotosogusanos que no recibieron el
compuestoKigura 34).

2.5-

2.0-

1.5-

Expresion relativa ARNm sir2.1

0.0 T ELnopr e
N2 N2 + Met ire-1 ire-1 + Met

Figura 34. Cuantificacién de ARNm de sir2.1 en gusanos sihes (N2) y mutantdase-1 en estado L4-
adulto, en ausencia y presencia de metformina (&léd) concentraciéon de 100 mM. Expresion relativa
respecto al gen ACT-1 empleando el método 482 Los datos se expresan como la media *+ error
estandar (n=3). El andlisis estadistico se reatiediante ANOVA, seguido de un test de Bonferraf) (
p<0.01 vs. control N2; (**) p<0.01lvge-1.
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4.4. Efecto de la metformina en la expresion gédieaakl en los gusanos mutantes
ire-1

Con el fin de conocer si el efecto de metforminareda regulacion del fenotipo
obeso, ademas de involucrar a sirtuinas, tambi@entita de AAK2 (homdlogo a
AMPK) se cuantificaron los niveles de la subunidedtalitica aakd tras la
administracion de metformina (100 mM) en el gusaild typey en el obesoFigura
35). El tratamiento con metformina no produjo camsamificativos en la expresion
génica de esta enzima en ninguna de las cepasiagktsid Tampoco se apreciaron
diferencias importantes en el mutaiméel con respecto al silvestre N2.

1.54

1.0-

0.54

Expresion relativa ARNm aakl

0.0 T
N2 N2 + Met ire-1 ire-1 + Met

Figura 35. Cuantificacion de ARNm de aakl en gusanos sileegiN2) y mutantege-1 en estado L4-
adulto, en ausencia y presencia de metformina (&ld¢d) concentracion de 100 mM. Expresion relativa
respecto al gen ACT-1 empleando el método 482 Los datos se expresan como la media + error
estandar (n=3). El andlisis estadistico se reatiediante ANOVA, seguido de un test de Bonferroni.

4.5. Efecto de la metformina en la expresion géde&airtuina en los gusanos mutantes
aak?2

Para confirmar que la regulacion de sirtuinaspaote de la metformina en los
mutantesire-1 es indepediente de aak2, se cuantifico la expred@dsirtuina 2.1 en
unos mutantes para este geigqra 36).
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Expresion relativa ARNm sir2.1

N'2 N2 + Met aak?2 aak2 + Met

Figura 36. Cuantificacion de ARNm de sir2.1 en gusanos sthes (N2) y mutantesak2en estado L4-
adulto, en ausencia y presencia de metformina (&léd) concentracién de 100 mM. Expresion relativa
respecto al gen ACT-1 empleando el método 4&™'2 Los datos se expresan como la media + error
estandar (n=3). El analisis estadistico se reafiediante ANOVA, seguido de un test de Bonferra#)
p<0.01 vs. control N2; (*) p<0.05 vs. aak2.

4.6. Efecto del resveratrol en la acumulacion iddicéridos y la expresion génica de las
lipasas FIL-1y FIL-2

Los resultados anteriores sugieren que el mecanmn el cual la metformina
reduce la acumulacion de triglicéridos involucrdaa lipasas FIL-1 y FIL-2 en el
fenotipo obeso, asi como a sir2.1 en los gusatldgypey mutantes obesos.

El siguiente paso fue ensayar el efecto del regeéran la acumulacién de
triglicéridos en la cepa silvestre y en un mutait2.1 La tincion Oil Red Omostré
que el resveratrol a una concentracion de 100 pdjoe significativamente el
contenido de triglicéridos en los gusanos N2 (pgD.Omimetizando los efectos de la
metformina a 100 mM descritos anteriormemitig(ra 37 A). En cambio, en el mutante
sir2.1 el tratamiento con metformina o resveratrol no i@ la intensidad de la
tincion con respecto al mutangé&2.1 que no recibié ningun tratamiento, confirmando
que los efectos del resveratrol y la metforminan etependientes de sirtuindsagura

37 B). En la figura 38 se muestran fotografias representativas de lagoties
realizadas.
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Figura 37. Cuantificacion de la intensidad de la tinci®il Red Ode gusanosvild type N2 (A) y
mutantessir2.1 en estado L4 (B) tras el tratamiento con metfioaniMet) 100 mM o resveratrol (Resv)
100 puM. Los datos han sido normalizados respeatorgtol N2 o al control Sirt 2.1 y se expresan com
la media * error estandar (n=30). El analisis dstmth se realiz6 mediante ANOVA, seguido de un tes

de Bonferroni. (***) p<0.001 vs. control N2

N2 N2 + Met N2 + Resv
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Figura 38. Tincién conOil Red Ode gusanowild typeN2 y mutantesir2.1 en estado L4 en presencia
de metformina (Met) 100 mM o resveratrol (Resv) U0d. Las imagenes son representativas de cuatro
experimentos independientes (n=4). Magnificaciétox10

El analisis de la expresion génica de las lipashslFy FIL-2 mostrado en el
apartado 4.2. revel6 que la metformina no increatentos niveles de estas lipasas en el
gusanowild type efecto que si ocurria en el mutaimel. En este nuevo estudio se
evaluo el efecto de la metformina y del resverasaiire la expresion de las lipasas
tanto en la cepa N2 como en el mutasit?.1. Como se observa en Kgura 39,
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ninguno de estos compuestos modificé de maneré#isajiva los niveles de ARNm de
FIL-1 y FIL-2 en ninguna de las cepas ensayadas.

Estos resultados sugieren que el efecto adelgazint@ metformina y del
resveratrol en los gusanos N2 es dependiente tgnsis y no esta mediado por las
lipasas FIL1 y FIL2.
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Figura 39. Cuantificacion de ARNm de FIL-1 y FIL-2 en gusamilvestres (N2) y mutants&2.1 en
estado L4-adulto, en ausencia y presencia de matfar(Met) 100 mM o resveratrol (Resv) 100 uM en
estado L4. Expresion relativa respecto al gen AC@nipleando el método de*%'. Los datos se

expresan como la media + error estandar (n=3).arlisis estadistico se realiz6 mediante ANOVA,
seguido de un test de Bonferroni.

4.7. Efecto del extracto de hoja de mang&erlegans

Los ensayos que se presentan a continuacion, edal efecto del extracto de
hojas de mango en la longevidad, longitud del cugrpombeo faringeo del nematodo,
han sido llevados a cabo en una estancia predbcter@ meses de duracion en la
Humboldt-Universitat de Berlin, en el grupo del Bhristian E. W. Steinberg.

La Figura X muestra las curvas de supervivencidodegusanos N2 y los
mutantessir2.1 tratados con el extracto de hojas de mango alaseatraciones de 50 y
200 pg/mL, comparadas con sus respectivos gusant®ic(sin tratamiento). Se puede
observar un ligero aumento en la longevidad dglssinos N2 tratados con el extracto
de mango en relacién a los gusanos sin tratam(éidara 40 A). La media de vida de
los gusanos tratados con el extracto de hoja dgmaanto a 50 como a 200 pg/mL
aumento6 a 16 dias en comparacion con los 14 diagu® control. Estos cambios en
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las curvas de supervivencia y la vida media nooiuetetectados en la cepa2.1
(Figura 40 B).
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Figura 40. Curvas de longevidad d& elegansn presencia del extracto de hojas de mango aZay
pg/mL en la cepa silvestre N2 (A) y el mutasie2.1 (B). El andlisis estadistico se realizé mediaate |
prueba de Mantel-Cox.

A continuacion, se evalu6 el efecto del extractohdgas de mango a las
concentraciones ensayadas de 50 y 200 pg/mL sohyeditud de los gusanos N2 y los
mutantessir2.1 al sexto dia de adulto. Diariamente se fue congrdb el desarrollo de
los gusanos a fin de detectar cualquier anomaliaoccetraso en el ciclo de vida o
reduccion de la motilidad, ademas de cualquiermpean® que pudiera indicar toxicidad.
En este sentido, no se registrd6 ningun sintomaogrieidad por parte del extracto
durante el desarrollo de todos los experimentoslaligura 41 se puede comprobar
que el tratamiento con el extracto de hojas de maedujo de forma significativa el
tamafio corporal de los gusanos N2 , mientras gueutntesir2.1 no sufri6 cambios
en la longitud.
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Figura 41. Longitud corporal de los gusanos al sexto diadidtos en presencia de extracto de hojas de
mango a 50 y 200 pg/mL en cepa silvestre N2 (A)uyamtesir2.1 (B). Los datos se expresan como la
media * error estandar (n=60). El analisis estadise realiz6 mediante ANOVA, seguido de un test d
Bonferroni.
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Para evaluar si el extracto de mango podria rethugigesta de alimento, lo que
daria lugar a un incremento de la longevidad direente relacionado con la restriccion
caldrica, se cuantifico el bombeo faringeo de lasagos N2 y los mutanteg2.1 Se
contabilizé el numero de veces que los nematoddizaban el movimiento de bombeo
por minuto en ambas cepas tratadas con el extdgctoango a las dosis de 50 y 200
ug/mL al sexto dia de adult&igura 42). Los resultados de este estudio mostraron
diferencias significativas en el bombeo faringes &l tratamiento con el extracto en los
gusanos N2, mientras que el efecto desapareciasemutantes. Se confirmaron por
tanto que los efectos del extracto son sirtuinziddientes.
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Figura 42. Bombeo faringeo de los gusanos en presencia tdgcex de hojas de mango a 50 y 200
pag/mL en la cepa silvestre N2 (A) y el mutasit.1 (B). Los datos se expresan como la media + error
estandar (n=60). El andlisis estadistico se reatizgdiante ANOVA, seguido de un test de Bonferroni.
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Discusion

La Ell es una patologia cronica y reincidente camiagia aun desconocida, que
afecta a un importante y creciente nimero de passannivel mundial, siendo mas
notable en paises con un alto nivel de desarraliinistrial. Esta enfermedad abarca
tanto a la CU como a la EC. En la actualidad ssidera que la Ell se desarrolla como
consecuencia de una respuesta inadecuada y exagdehdsistema inmune del
individuo, que provoca una inflamacibn mantenida lde mucosa intestinal en
individuos genéticamente susceptibles, como cameseta de una interaccion entre
factores medioambientales, microbiologicos e innhagioos. El tratamiento de estas
patologias persigue la remision clinica, manteaerutricion y un desarrollo adecuado
del individuo, asi como la reduccién del nimerouyadion de las recaidas (Kaser y
col., 2010, Grivennikov, 2013). Ademas, se sabe lquenflamacién cronica es la
principal causa del desarrollo de cancer de catoeste grupo de pacientes.

En la actualidad se estan evaluando nuevas alteasatn el tratamiento de
enfermedades con base inflamatoria como la Ell gaater colorectal. La mirada esta
puesta en los productos naturales, que constituyarfuente importante de compuestos
base para el desarrollo de sustancias con inter@péutico. En este sentido, los
polifenoles son un grupo heterogéneo de compuegstiosicos que comparten entre si
grupos fenoles en su estructura y que se encuesttrana gran variedad de alimentos,
sobre todo en frutas y verduras. Estos compuestosniostrado numerosos efectos
beneficiosos para la salud debido a sus propiedaaesxidantes, antiinflamatorias, y
antitumorales. Sin embargo, los mecanismos pocuases estas moléculas ejercen sus
acciones no estan aun totalmente esclarecidos.

En base a estos antecedentes, el objetivo de asi@stestigaciones fue evaluar
la actividad biologica de polifenoles clasicos, coet resveratrol y la quercetina, asi
como de extractos ricos en polifenoles, tales camextracto de hojas de mango y otro
de hojas de uva, en modelos celulares y animakiscamo estudiar los posibles
mecanismos implicados en sus efectos. En primear g llevaron a cabo estudios
vitro en una linea celular de adenocarcinoma de colomaha (HT-29) y una linea
monocitaria de leucemia aguda humana (THP-1) paabu@ |la actividad citotoxica y
antiinflamatoria de los compuestos polifendlicosiebltros resultados confirmaron que
ninguno de los polifenoles ensayados presento idatlv citotoxica a las dosis
ensayadas. Algunos polifenoles si han mostrado satvidad frente a distintas lineas
celulares (Sak, 2014). Ademas, el estudio de pmdnae TNFe en macrofagos THP-
1 mostré6 una importante reduccién en los nivelesedi& citocina en todos los
compuestos ensayados (Leong y col., 2014, Risitanwd., 2014).

Por otro lado, numerosos datos de los ultimos aVadan el interés de las
sirtuinas como enzimas reguladoras de procesosléfigios importantes en el
organismo como el envejecimiento o procesos mataiso{Chung y col., 2010, Oliva 'y
col., 2008, Camins y col., 2010). Ademas, se haridesel papel de SIRT1 como
inhibidor de la inflamacion a través de su intel@ccon NKB o la proteina
activadora-1 y la consiguiente reduccion en la pecogbn de citocinas y COX-2,
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respectivamente (Zhang y col., 2010, Yang y cdl12). Debido a estas propiedades,
esta proteina podria constituir una interesanteadfarmacoldgica para el tratamiento
de enfermedades inflamatorias. Numerosas evidem@asmostrado que polifenoles

como el resveratrol pueden ejercer sus efectoseaméjecimiento, antioxidantes y

antiinflamatorios debido a su funcion como activadode sirtuinas (Chung y col.,

2010). Por tanto, continuando con los ensagostro, el siguiente paso fue analizar la
expresion de SIRT1 tras la exposicion a los patifes puros o0 a los extractos. Este
estudio demostro que todos los polifenoles increéamen los niveles de esta enzima en
las lineas HT-29 y THP-1. Estos hallazgos sugierea estos compuestos podrian
presentar un efecto antinflamatorio debido a laicen en la produccién de TNFy

al incremento en los niveles de SIRT1.

En las ultimas décadas la introduccion de técrieamanipulacion genética en
los laboratorios ha permitido el desarrollo de msemodelos experimentales. Uno de
ellos es el modelo basado en ratones deficientls- 8@/, los cuales, cuando salen de
un ambiente libre de patdgenos y son mantenida®ediciones normales, desarrollan
enterocolitis crénica que, con el tiempo, puedévdela cancer de colon (Kanneganti y
col., 2011). Con este punto de partida, el objetigcnuestro primer estudin vivo fue
evaluar los cambios progresivos que se producela enucosa intestinal de ratones
deficientes en IL-10, centrdndonos en una fase r@mapdel proceso inflamatorio,
previa al desarrollo del cancer. Para llevar a oedte estudio, se utilizaron ratones
knockouts para IL-10 de edades comprendidas entre las 6sgri@nas.

Los resultados de esta investigacion confirmaranlgs animales deficientes en
IL-10 desarrollaron una colitis inflamatoria a jrade la sexta semana, cuya gravedad
aumento progresivamente a medida que la edad daitseos avanzaba. Ademas, el
analisis histolégico mostré la presencia de lesiodesplasicas a partir de las 10
semanas de edad, halldndose cierta correlaciéa Engravedad de la displasia y el
proceso inflamatorio previo. Sin embargo, ningueolas animales IL-10 desarroll6
adenocarcinomas; la lesion mas grave detectaddi$péasia de alto grado. Nuestros
resultados contrastan con estudios previos queasi rhostrado la presencia de
adenocarcinomas en edades tempranas, es deditir @@dos 2 meses, aunque con una
incidencia baja (14%), que aumentd gradualmentel@@dad, llegando a alcanzar el
65% a los 6 meses (Sturlan y col., 2001). Estagetitias en el desarrollo de cancer en
el modelo de los ratones KO en IL-10 se podriarliepen base a investigaciones
previas que sugieren que la incidencia de adeniocanas depende de la cepa del ratdén
utilizada, asi como del tipo de patdégenos presamiesl ambiente (Kanneganti y col.,
2011). Por otro lado, existen evidencias clinicas mpuestran una mayor proliferacién
de las células colonicas epiteliales en pacieraasktl. Este estado hiperproliferativo,
en condiciones de inflamacién cronica, se ha retexo con un mayor grado de
displasia y cancer de colon (lerardi y col., 20@l)estudio de localizacion de PCNA
confirmé la presencia de células en proliferacianados animales deficientes en IL-
10, aunque su expresion fue mas intensa en logeat&O de 18 semanas, que
igualmente presentaron la mayor incidencia de assplgrave.

103



Discusion

Se ha descrito en numerosas ocasiones que lanadian crénica es el factor
etiopatogénico principal del cancer de colon aslucia colitis. Ademas de inducir la
aparicion de mutaciones en el ADN vy alteracionegeg@ticas, el proceso inflamatorio
desencadena la liberacién, por parte de las céiuasnes, de nhumerosos mediadores
implicados en el desarrollo tumoral, tales comoTé&lF-a (Vendramini-Costa y
Carvalho, 2012). Esta citocina tiene un papel clemeel crecimiento, promocion y
metastasis del tumor. Se ha mostrado que la saprggéhica de la subunidad p55 del
receptor de TNF: o bien la administracion de farmacos anti-TdNRnhibid el
desarrollo de tumores en un modelo de cancer am éotlucido por la administracion
de azoximetano y ciclos de DSS (Popivanova y @6I08, Onizawa y col., 2009). El
andlisis de la expresion génica de TiFen la mucosa colénica de los ratones
deficientes en IL-10 de nuestro estudio mostréngneimento progresivo en los niveles
de esta citocina, presentando un maximo en losigatde 14 semanas, para después
disminuir. Estos resultados confirmarian el hechade este mediador se induce ya en
una fase temprana, coincidente con el procesomafiario, y esta implicado en la
génesis de la displasia y de los tumores, lo quérotaria el interés de los tratamientos
inhibidores para la prevencion del CCR.

Con el objetivo de avanzar en el conocimiento denh@canismos moleculares
implicados en el desarrollo de las lesiones digmds en un tejido previamente
inflamado, hemos analizado los cambios de expred®B8IRT1, AMPK, y diferentes
marcadores de autofagia tras un dafio inflamator@opgado que promueve la
complicacion tumoral. Como ya sido expuesto, Igsisias juegan un importante papel
en el control de la inflamacién. Sin embargo, gigbale estas enzimas deacetilasas en
cancer esta actualmente siendo debatido, ya quenbatrado tener una funcion tanto
supresora como promotora del tumor. En relacion acividad antitumoral, datos
previos han demostrado que la sobreexpresion d@&1SH#R el intestino de ratones
Apc™™*  caracterizados por la presencia de una mutacid@ gen supresor de tumores
APC, redujo la formacion de pdélipos intestinalegrg$tein y col., 2008). Ademas,
clinicamente, se han detectado niveles disminuidoSIRT1 en muestras de pacientes
con adenocarcinomas de colon avanzados y en tejiolosmetastasis (Jang y col.,
2012). Por el contrario, en otros estudios quedeénpa la actividad tumorigénica de
SIRT1, ya que su expresion se encontr0 aumentadifenentes lesiones coldnicas,
tales como podlipos, adenomas y neoplasia (Kriegbly, 2012). Las investigaciones
sobre cambios de expresion de SIRT1 en nuestrdiesiemostraron por primera vez
una marcada reduccién en los niveles de esta peoten el modelo de ratones
deficientes en IL-10. Estos hallazgos apoyan ekbpaptiinflamatorio y antitumoral de
las sirtuinas y sugieren que el descenso de SIREbtes animales podria constituir un
mecanismo del tejido inflamado para mantener lanmécion y promover el desarrollo
de lesiones displasicas en el colon.

La autofagia es un proceso de mantenimiento cedllamente conservado que
tiene como objetivo la eliminacion y reciclaje demponentes celulares dafiados
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(Murrow y Debnath, 2013). Un mal funcionamientolal@utofagia se ha asociado con
diversas enfermedades entre las que se encuentd. |&n este sentido, estudios
previos han mostrado que ratones deficientes emédogs reguladores de autofagia
Atgl6 o Atg7 fueron mas susceptibles a desarraltditis que los ratones que no
presentaban esas mutaciones (Saitoh y col., 2808¢ely col., 2012). Con respecto al
cancer, el papel de la autofagia es controverjidajue, al igual que se ha mencionado
para las sirtuinas, este proceso puede tener gfsgfiyesores o inductores del tumor.
En relacion a su efecto antitumoral, la autofagidasuna alternativa a la apoptosis para
eliminar las células tumorales. Sin embargo, tamis& ha descrito que este proceso
puede favorecer el crecimiento y la supervivenc@ las células cancerosas en
situaciones de estrés, tales como la falta de emié$s y la hipoxia, que ocurren
principalmente en las partes mas internas del tufdato y col., 2002). En estas
condiciones, la activacién de la autofagia paretare@egulada por AMPK, ya que esta
enzima se induce tras un descenso en los nivela3Eecomo ocurre en situaciones de
ayuno o hipoxia (Habeeb y col., 2011).

Estudios previos han demostrado que cuando seadatautofagia tiene lugar la
conversion de la proteina LC3-I, que se encuemtral eitosol, a LC3-1l, localizada en
la membrana del autofagosoma. Por tanto, la datanidn de LC3-Il es uno de los
métodos mas usados para la detecciéon de la awtofagri otro lado, se ha descrito el
papel de la proteina antiapoptoética Bcl-2 comohitur de autofagia por medio de su
unién al dominio BH3 de Beclin, proteina requenudeaia el inicio de la formacion del
autofagosoma. Los resultados de este estudio mmstuma activacion de la autofagia
en todos los grupos de ratones deficientes en Jledidenciada por la acumulacion de
la proteina LC3-IlI, el incremento en la expresi@Beclin 1 y la disminucion de los
niveles de Bcl-2. Nuestra hipo6tesis es que la ioidincde la autofagia en las etapas
iniciales de la colitis podria constituir un mecano del tejido inflamado para reducir la
inflamacién. No obstante, en las etapas mas avaszdel la enfermedad, la autofagia
contribuiria a la transformacién displasica debtegolénico observada en este estudio.

Existen evidencias quedemuestran que SIRT1 y AM@Kegulan de manera
reciproca y que ambas enzimas son necesariasapartacion de la autofagia. En este
sentido, SIRT1 incrementa los niveles de pAMPKlaldr a cabo la desacetilacion de
la actividad de LKB1 (Lan y col., 2008). Por oteald, pAMPK aumenta los niveles de
NAD", cofactor requerido para la actividad desacetitbes&IRT1, contribuyendo por
tanto, a la activacion de SIRT1 (Canto y col., 20@demas, SIRT1 contribuye a la
activacion de la autofagia al desacetilar proteings(Lee y col., 2008). Los datos de
nuestro estudio, encaminado a evaluar la conexitne &a via SIRT1-AMPK-autofagia
en un modelo de cancer asociado a colitis, sugiguenla activacion de la autofagia
observada en los animales deficientes en IL-10ipaahr debida al incremento de la
actividad de AMPK. Dado que SIRT1 y AMPK se regulatiprocamente, cabria
esperar que los niveles de SIRT1 estuvieran tanmehiérentados en los ratones KO. Sin
embargo, nuestros resultados han mostrado efeotdsados, y desde el inicio del
proceso. Nuestra interpretacion es que dado ell ppe&IRT1 en el control de la
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inflamacion, los bajos niveles detectados en arcale los animales KO contribuirian
al mantenimiento de la inflamacién crénica y alateslo de displasia, acontecimientos
gue los mecanismos de reparacion asociados aila@éh de la autofagia no fueron
capaces de corregir. En cualquier caso, es evidgmase necesita realizar mas estudios
para demostrar la relaciéon SIRT1-AMPK-autofagiaiypapel en la inflamacién cronica

y su evolucién a cancer, para asi poder disefiaasugstrategias terapéuticas para estas
patologias.

Numerosas investigaciones han descrito el efeateflooso de los polifenoles
en distintos modelos experimentales de Ell (Sanéldalgo y col., 2013, Salaga y col.,
2014). En este sentido, estudios recientes hanradasigue el tratamiento con un
extracto de corteza del tallo tangifera indica o con manguiferina mejoro los signos
clinicos de la colitis inducida por DSS o TNBS (Dpuwol., 2014, Jeong y col., 2014).
Sin embargo, es necesario profundizar en los m&tasi moleculares asociados a estos
efectos. Es por ello que llevamos a cabo un segestalioin vivo para evaluar el
efecto de un extracto de hojas de mango, que denten60% de manguiferina, en un
modelo de colitis ulcerosa aguda por DSS, utilipaadresveratrol como polifenol de
referencia.

Nuestros resultados mostraban que la administral@dnSsS al 3% en el agua de
bebida de los animales durante 7 dias reprodujo aohidis aguda experimental
caracterizada por una importante pérdida de pesmstamiento del colon. El andlisis
histolégico mostré un engrosamiento de la pareestirtal producido por el infiltrado
de células inflamatorias en la mucosa y submudekstratamiento con el extracto de
hojas de mango a las dos dosis utilizadas (50 yri@Rg) inhibi6 significativamente la
pérdida de peso corporal y el acortamiento delrcalomismo nivel que el resveratrol
(50 mg/kg). Los datos microscoépicos tras la adrranison del extracto confirmaron los
resultados macroscépicos, reflejando una atenuad@®na desestructuracion de la
mucosa y del edema.

Una marca caracteristica de la Ell es la fisiologigerada de las células
caliciformes del intestino, encargadas principal@eate la produccion de mucina, que
cubre la mucosa intestinal formando una barreraosaiCEn este sentido, individuos
con CU o EC presentan una gran disminucion de tste de células y como
consecuencia una menor produccion de este moocecpro{Heazlewood y col., 2008).
El estudio histoldgico, mediante tincidon con aalém, confirmd6 que en el grupo DSS
se producia una gran pérdida de estas célulaserSbargo, en aquellos grupos de
animales tratados con el resveratrol o el extrdetdiojas de mango se observd una
preservacion de la estructura de la mucosa y un@macumulacion de moco en las
células caliciformes, lo cual sugiere un efectotgntor de estos compuestos sobre el
dafio en el epitelio coldnico.

La respuesta inflamatoria causada por DSS proweativacion de células T
colaboradoras tipo 1 (Thl), de forma similar a i@ epcurre en la CU, que inicia el
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reclutamiento de macréfagos y neutroéfilos (Hsiurgply, 2014). Estas células inmunes
participan activamente en la inflamacién mediaat@roduccion de citocinas como el
TNF-a, el cual lleva a cabo la amplificacion de la cdscaflamatoria activando a otros
mediadores, destruyendo enzimas y generando reslidifres que dafan el tejido
(Amrouche-Mekkioui y Djerdjouri, 2012). En este 8da, el control del infiltrado de
células inflamatorias y de la produccion de est&scinas es fundamental para la
mejora de esta patologia. En nuestro estudio, séirmd@ como DSS aumentaba
significativamente la actividad de la enzima MPQilizada como marcador de
infiltracion neutrofilica. Paralelamente, se dedemh niveles elevados de las citocinas
TNF-a e IL-6 en la mucosa coldnica. El tratamiento cbex¢racto de hojas de mango
o con el polifenol de referencia redujo el gradoirddtracion neutrofilica, hecho que
esta en consonancia con los datos histologicosiolo® asi como la produccién de
TNF-a e IL-6. Hallazgos similares se han descrito emafteés que sufrian colitis y que
fueron tratados con manguiferina (Dou y col., 2Qehng y col., 2014). Por otro lado,
numerosas evidencias han mostrado que la enzimeibbdd COX-2 se encuentra
incrementada en la Ell generando numerosos praoslugtee agravan el proceso
patolégico (Sanchez-Fidalgo y col., 2014, Hasnatcgl., 2014). En nuestras
investigaciones se observo que el tratamiento taxteacto de hoja de mango a la
dosis mayor utilizada reducia de manera signifiadbs niveles de esta proteina.

Anteriormente se ha mencionado que los polifenplesien ejercer sus efectos
beneficios a través de la activacion de sirtuieaseste sentido, existe un unico estudio
gue ha demostrado que el efecto protector del ra&soe en una colitis inducida por
DSS era debido a mecanismos relacionados con uerdaran los niveles de SIRT1 en
el colon (Singh y col.,, 2010). Con el objetivo defpndizar en el estudio de los
mecanismos moleculares por los que el extractooje de mango ejercia su efecto
beneficioso en la colitis experimental, hemos ea@dulos cambios de expresion de
SIRT1 y pAMPK. Nuestros resultados mostraron pamera vez un aumento en la
expresion de ambas enzimas tras la administra@amdaextracto de hoja de mango en
animales con colitis aguda y apoyan los datogitro que habian mostrado mayores
niveles de SIRT1 en células HT-20 y THP-1 tratattasel extracto polifendlico. Estos
hallazgos sugieren que la regulacion de la activide sirtuinas por polifenoles
presentes en la dieta podria constituir una esfi@tterapéutica prometedora para el
tratamiento de enfermedades inflamatorias comdJa C

Con el fin de profundizar en el estudio de los fede los polifenoles como
reguladores de sirtuinas, se realizaron nuevoyesnsan el nematodBaenorhabditis
elegans. Este organismo es un modelo muy extendido enviestigacion genética y la
biologia del desarrollo. Existe un alto grado desesvaciéon entreC. elegans y
mamiferos en los procesos que controlan el dekarlalneurobiologia y las respuestas
al estrés (Kaletta y Hengartner, 2006). Este nedoaposee un ciclo de vida rapido y
bien caracterizado y se puede cultivar en placaPete o en placas de multiples
pocillos, haciéndolo susceptible para streening de sustancias con interés
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farmacoldgico. Por estas razones, varias compddiiasceéuticas llevan algunos afios
empleanddC. elegans como parte de su proceso de descubrimiento deatarsn(Artal-
Sanz y col.,, 2006, O'Reilly y col.,, 2014). Actuahtes este organismo se esta
empleando para multiples fines entre los que seestian la busqueda de compuestos
con actividad antienvejecimiento (Lapierre y Hangfi12, Zheng y col., 2014) o el uso
como modelo de enfermedades neurodegenerativagafier y col.,, 2014) o de
sustancias contra el cancer (Kobet y col., 2014).

En los estudios farmacolégicos resulta fundamerghbrdar cuestiones
relacionadas con las concentraciones de los congsuasensayar. Los experimentos
con el gusano pueden realizarse tanto en placagateNGM como en medio liquido
(Lewis y Fleming, 1995). Todos nuestros ensayageakzaron en placas de agar con la
concentracion final indicada en cada caso tantelegar como en la solucion con la
bacteriaE. coli. La solubilidad de los compuestos a ensayar efactor clave. En
multiples ocasiones es necesario el empleo deveistds como el DMSO, el cual es un
solvente aprotico y altamente polar y por tantanexible tanto con el agua como con
solventes organicos. Sin embargo, la cantidad d&OMresente en el medio debe estar
controlada, ya que en primer lugar, puede tenestafetoxicos y en segundo lugar,
porque se han descrito efectos en la longevidad ndetatodo. En este sentido,
concentraciones inferiores al 1% no tienen efeetosl desarrollo ni en la reproduccion
del gusano (Boyd y col., 2010). Sin embargo, ostudio realizado en placas NGM
para valorar el efecto del DMSO a distintas comeeitnes sobre la longevidad mostro
gue concentraciones superiores al 0.5% incremantartongevidad. Es resefable que
el incremento de la longevidad era dependienterdd fWang y col., 2010). En medio
liquido se han observado resultados similares,ugacantidades de entorno al 1% de
DMSO incrementaron un 20% la longevidad del nen@i@aankowski y col., 2013).
En nuestro estudio, empleamos concentracionesdrésral 0.1% de DMSO tanto en la
placa de agar como en la solucion bacteriana, dasda asi los posibles efectos del
disolvente sobre las cepas empleadas.

Las primeras aproximaciones c@n elegans en nuestro estudio se realizaron
empleando un mutante para el gen ire-1, que pEs®NtN mayor acumulo de
triglicéridos, y valorando el efecto de la metfanenisobre esta cepa. La proteina IRE-1
esta involucrada en la respuesta a proteinas desiale (Lee y col., 2002, Patil y
Walter, 2001), asi como también regula la expresiérias lipasas inducidas por el
ayuno FIL-1y FIL-2, las cuales inducen la hidnglide granulos de grasa en situaciones
de ayuno (Jo y col.,, 2009). La metformina es uméo antidiabético del tipo
biguanida, empleado fundamentalmente en el tratamiela prevencion de la diabetes
mellitus tipo 2. Este farmaco ha mostrado una angdima de efectos beneficiosos para
la salud mediante la reduccién de los riesgos adosicon el sindrome metabdlico
(Eckel y col., 2005). Ademas, se le han descritosobeneficios como la proteccion
frente a agentes nefrotoxicos (Rafieian-Kopaei ysrNa2013), o contra algunos
canceres como el de prostata (Li y col., 2009) deetolon (Ben Sahra y col., 2010).
Sin embargo, el mecanismo de accion aun se desgononstituyendo un tema de
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amplio debate en la actualidad. En mamiferos, astateptado que la metformina
actuaba a través de AMPK (Zhou y col., 2001, Ouyangpl., 2011), pero existen
publicaciones recientes que sefialan otros mecasisntiependientes de esta cinasa
(Ben Sahray col., 2011, Foretz y col., 2010).

En C. elegans la metformina ha mostrado incrementar la longevi@anken y
Driscoll, 2010), si bien es cierto que parece gadonconsigue directamente si no a
través de alteraciones en el metabolismo del fglddometionina de las bacterigscoli
(Cabreiro y col., 2013). Ademas, se ha sugeridolguaetformina imita al estado de
restriccion dietética (Ingram y col., 2006), dondereduccion de calorias provoca
determinadas respuestas fisioldgicas. Nuestrostades mostraron que el tratamiento
con metformina (100 mM) provocé la pérdida de iriglidos en la cepae-1. Este
adelgazamiento de los gusanos obesos se consayujiarte, por el incremento en la
expresion de las lipasas FIL-1 y FIL-2 tras la adstiacion de metformina. Asimismo,
comprobamos que las sirtuinas tienen un papel tadass crucial en este proceso, ya
que la expresion de sir2.1 (ARNm) aumentaba cadmnagmiento con metformina en
todas las cepas empleadas (NPeel). Este efecto de la metformina sobre las sirtuinas
ya ha sido descrito en estudios previos (Catonl.y 2010, Arunachalam y col., 2014).
Cabe destacar que el incremento en los nivelegtdéas resultd ser independiente de
aak2 (homologo a AMPK). La participacion de lasusitas en el efecto adelgazante de
la metformina quedd finalmente demostrada trastdican el acumulo de triglicéridos
en un mutantair2.1. Los resultados confirmaron que en esta cepa nmseducida la
cantidad de triglicéridos tras el tratamiento catformina.

Dada la importancia de las sirtuinas en el efedébgazante de la metformina, el
interés se centrd6 ahora en valorar si el resvératimnetizaba estos efectos. Se
selecciond este polifenol por ser el activador idieiieas mas clasico descrito en la
literatura. Nuestros resultados confirmaron queeskeratrol (100 puM) imitaba los
efectos de la metformina en la cepa N2, consiguieretucir el contenido de
triglicéridos, y como cabia esperar, estos efedasaparecian en la cega2.1. En
ratones ya se ha descrito el efecto del resveramola reduccion de peso y de
triglicéridos (Xie y col., 2013, Montero y col., P40).

Numerosos estudios han atribuido a los polifenalasurales propiedades
antienvejecimiento en varios modelos animales, lesaso de los polifenoles del
arandano (Wilson y col., 2006), las teaflavinas tdehegro (Peng y col., 2009), las
procianidinas de manzana (Sunagawa y col., 204 rcumina (Liao y col., 2011), el
epigalocatequin galato (Abbas y Wink, 2010) y svezatrol (Bass y col., 2007, Zarse y
col., 2010). En muchos de los trabajos se citasasiduinas como responsables del
efecto observado; sin embargo, el incremento delolegevidad mediante la
sobreexpresion de sirtuinas @nelegans esta muy discutido actualmente a raiz de una
publicacion de Burnett y colaboradores donde sbaal@&rrores en la seleccion de los
mutantes que sobreexpresaban sirtuinas, produsiénmdas mutaciones no controladas
(Burnett y col., 2011).
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Conocido ya el papel beneficioso del extracto dashde mango en el modelo
de colitis aguda inducida por DSS, nos planteamudniente ensayar el efecto del
mismo sobre la longevidad del nematodo. Nuestreayas confirmaron que el extracto
de hojas de mango (50 y 200 pg/mL) incrementé digente los dias de vida del
nematodo y logré que los gusanos aumentaran lanvetha en un dia, sobre todo a la
concentracion mayor ensayada. Estos efectos noeéeron en la cepair2.l,
sugiriendo de nuevo el efecto del extracto solwsilduinas.

Se ha descrito que la restriccion caldrica extidadeda en una amplia gama de
especies, entre ellda elegans (Kenyon, 2010). Segun la Teoria del soma deseehabl
(Kirkwood, 1977), la cantidad de energia dispongdea un organismo se distribuye en
tres grandes bloques: mantenimiento, crecimiemgpgoduccion. El consumo adicional
de energia necesario para incrementar la vida delisar un desequilibrio con
consecuencias, por ejemplo, en el tamafio corpora cantidad de descendencia.
Existen numerosas evidencias que apoyan esta ®oriaganismos com@. € egans
(Saul y col., 2009, Liao y col., 2011Rrosophila melanogaster (Nielsen y col., 2008) o
incluso en raton (Brown-Borg y col., 1996, Coschigay col., 2000, Miller y col.,
2000). Nuestras ultimas investigaciones avanzaroreste sentido y tuvieron como
objetivo analizar si el ligero incremento de vidaservado en el nematodo afectaba a
parametros relacionados con el tamafio corporal. p@amamos que los gusanos N2
crecidos en presencia del extracto de mango peesantal sexto dia de adulto, un
menor tamafo corporal, mientras que la cg8pal no vio afectado su tamafo. Para
evaluar si la exposicion al extracto de hojas degoapodria reducir la ingesta de
alimento, lo que daria lugar a un incremento derigevidad directamente relacionado
con la restriccion caldrica, se cuantifico la frewcia del bombeo faringeo. Nuestros
resultados confirmaron que el extracto redujo & tde bombeo en la cepa silvestre,
pero no fue asi en la cepa2.1. Por tanto, estos hallazgos sugieren que el efiato
extracto sobre la longevidad podria estar reladoren la reduccion del tamafio y de
la ingesta de alimento y que este efecto implicat&s sirtuinas. Estos resultados estan
en la linea de lo encontrado en publicaciones asegile han ensayado otros polifenoles
como la curcumina (Liao y col., 2011), donde igusite observaban una reduccion del
tamafio y del bombeo faringeo del nematodo que Hajz a un incremento de la
longevidad. Nuestra aportacion novedosa incluaigdrticipacion de sirtuinas en este
proceso.

En base a todo lo expuesto, los polifenoles sorgrupo muy complejo de
compuestos que presentan gran cantidad de propedady interesantes para el
tratamiento de diversas enfermedades entre lassquencuentran las de indole
inflamatoria. La capacidad demostrada de activauisas abre un nuevo abanico en sus
posibilidades como productos naturales beneficiopasa la salud dada las
implicaciones de estas enzimas en procesos tamardsmgomo la inflamacion o el
envejecimiento.
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Los polifenoles resveratrol y quercetina, asi coowm extractos de hoja de
mango Yy de hoja de uva, ambos ricos en polifenalesementan la expresion
de sirtuinas en la linea de leucemia monocitarizdagrHP-1 y en la linea
celular de adenocarcinoma de colon humano HT-29.

. Todos los polifenoles y extractos ensayados muestra potente actividad anti-
inflamatoriain vitro, generando una inhibicion significativa de la prodddn de
la citocina TNFe, en macrofagos THP-1, con respuestas dosis degrgadi
Ademas, ninguno de los productos estudiados padeedad citotoxica sobre
las lineas THP-1 y HT-29.

El estudio con ratones deficientes en interleutidianuestra que la enfermedad
inflamatoria se inicia en la sexta semana de edis yesiones displasicas se
desarrollan a partir de las 10 semanas, hallandiesta correlacion entre la

gravedad de la displasia y el proceso inflamatprevio, tal como los hallazgos

macroscopicos e histoldgicos, asi como el estuditodalizacion del antigeno

nuclear de proliferacion celular demuestran.

. Siguiendo este modelo, y en relacion a los caméiok expresion de sirtuina
1, los datos obtenidos muestran que en estos asrdaficientes en interleucina
10, la inflamacién se desarrolla en unas condisoceracterizadas por una
marcada reduccion en los niveles de sirtuina Inssno, se ha demostrado una
activacion de la autofagia en estos animales, euidda por el incremento en

las proteinas LC3-Il y Beclin 1 y la disminucién lds niveles de Bcl-2. Esta

activacion del proceso autofagico puede ser daddideremento de la actividad

de AMPK observada en los animales IL-10

El tratamiento con resveratrol o un extracto deatiojle mango reduce la
severidad de la inflamacién en ratones con calijisda producida por dextrano
sulfato sddico. Las respuestas antiinflamatoriagneselacionadas con el
descenso del infiltrado de neutrdfilos, la dismidancde la produccion de las
citocinas factor de necrosis tumoral-alfa e ietecina 6 y la reduccion de la
expresion de la enzima ciclooxigenasa 2. Igualmes¢e ha observado un
aumento en la expresion de SIRT1 y en la activag@ta cinasa AMPK tras la
administracion aguda de los polifenoles.

En Caenorhabidits elegans, el resveratrol reduce el contenido de trigliceésién
los gusanos N2. La participacion de sirtuinas ee esoceso ha quedado
demostrada, ya que el efecto adelgazante del edsdeidesaparece en el
mutantesir2.1.

El tratamiento con el extracto de hojas de mangusigoe incrementar la
esperanza de vida del nematodo en la cepa N2yvéstide la reduccion del

tamafo corporal y de la frecuencia del bombeo dgadn En estas acciones
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. The polyphenols resveratrol and quercetin as well as the mango leaf and grape
leaf extracts, both rich in polyphenols, increase sirtuin 1 expression in the human
acute leukemia monocytic cell line THP-1 and the human adenocarcinoma colon
cell line HT-29.

. All of the polyphenols and extracts tested show a potent anti-inflammatory
activity in vitro, resulting in a significant inhibition of TNF-a production in
THP-1 macrophages, in a dose-dependent manner. Furthermore, none of the
products studied possess cytotoxic activity on THP-1 and HT-29 cell lines.

. The study with interleukin-10-deficient mice shows that the inflammatory
disease is present since the sixth week of age and dysplastic lesions develop
from 10 weeks. There is a positive correlation between the severity of dysplasia
and the inflammatory process, as shown by macroscopic and histological
findings, as well as by localization of the proliferating cell nuclear antigen.

Following this model of interleukin-10-deficient mice, and regarding sirtuin 1
expression, data show that, in these animals, inflammation develops in
conditions characterized by a marked reduction in sirtuin 1 levels. It has also
been shown an activation of the autophagy in these animals, as evidenced by the
increase in LC3-11 and Beclin 1 proteins and the decrease in Bcl-2 colonic
levels. This activation of autophagic process may be due to increase in AMPK
activity observed in IL-107 animals.

. Treatment with resveratrol or the mango leaf extract reduces the severity of
inflammation in mice with acute colitis induced by dextran sodium sulfate; the
anti-inflammatory responses seem to be related to the decrease of neutrophil
infiltration and tumour necrosis factor alpha and interleukin 6 production, as
well as the reduced expression of the enzyme cyclooxygenase-2. Moreover, an
increase in SIRT1 expression and AMPK activation has been detected after
acute administration of polyphenals.

In Caenorhabidits elegans, resveratrol reduces the content of triglycerides in N2
worms. The role of sirtuinsin this process has been demonstrated, since the anti-
obesity effect of resveratrol disappearsin the sir2.1 mutant.

. Treatment with the mango leaf extract increases the lifespan of the nematode in
the N2 strain, through reduced body size and pharyngeal pumping frequency. In
these actions may be involved sirtuin-dependent mechanisms, since these effects
disappear in the sir2.1 mutant.
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